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Abstrakt 
Cílem této diplomové práce je návrh a implementace nástroje trackAnalysis pro statistickou analýzu 
strukturních elementů na DNA. Pozice jednotlivých elementů v rámci genomu jsou získány v podobě 
stopy a nad těmito pozicemi poté nástroj provádí sadu analýz, mezi které patří test náhodnosti stopy, 
test vzdáleností stop od genů, klasifikace, detekce shluků a překryvů. Výsledky jednotlivých testů je 
možné navzájem propojit. Výsledek bude poté zobrazen ve formě výpisu, grafu, případně nové 
anotační stopy. Důležitou částí této práce je rovněž otestování výsledného nástroje na sadě reálných 
dat. 
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Abstract 
The aim of this master‘s thesis is the design and implementation of tool trackAnalysis for statistical 
analysis of DNA structure elements. The positions of individual elements in genome are obtained in 
the form of the track, and with these positions the tool performs a set of analyzes, including 
randomness test of track, test examining distances between track and genes, detection of clusters and 
overlaps. The indivudual tests results can be linked together. The results will be displayed in the form 
of a list, a graph or a new annotation track. An important part of this thesis is also testing the resulting 
tool on a set of real data. 
 
 
 
Keywords 
Annotation track, transcription factor, Gene ontology, BED, R, Bioconductor, track analysis 
 
 
 
 
 
 
Citace 
Knytl Marek: Analýza strukturních elementů DNA, diplomová práce, Brno, FIT VUT v Brně, 2013 
Analýza strukturních elementů DNA 
 
Prohlášení 
Prohlašuji, že jsem tuto diplomovou práci vypracoval samostatně pod vedením pana Ing. Tomáše 
Martínka, Ph.D. 
Uvedl jsem všechny literární prameny a publikace, ze kterých jsem čerpal. 
 
 
…………………… 
Marek Knytl 
22. května 2013 
 
 
 
 
 
Poděkování 
Děkuji vedoucímu mé diplomové práce, panu Ing. Tomáši Martínkovi, Ph. D., za odbornou pomoc a 
ochotu při jejím řešení. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
© Marek Knytl, 2013 
Tato práce vznikla jako školní dílo na Vysokém učení technickém v Brně, Fakultě informačních 
technologií. Práce je chráněna autorským zákonem a její užití bez udělení oprávnění autorem je 
nezákonné, s výjimkou zákonem definovaných případů. 
 1 
Obsah 
 
1 Úvod ............................................................................................................................................... 2 
2 Anatomie genomu .......................................................................................................................... 3 
2.1 Geny ........................................................................................................................................ 3 
2.2 Repetativní DNA .................................................................................................................... 4 
2.3 Genová regulace ..................................................................................................................... 5 
2.4 ENCODE ................................................................................................................................ 9 
2.5 Gene ontology ....................................................................................................................... 10 
3 Užité nástroje a metody................................................................................................................ 11 
3.1 Statistické metody zpracování dat ........................................................................................ 11 
3.2 Formáty souborů pro genomová data ................................................................................... 12 
3.3 Existující nástroje ................................................................................................................. 14 
4 Návrh a implementace ................................................................................................................. 17 
4.1 Kritika současného stavu ...................................................................................................... 17 
4.2 Návrh a realizace nového nástroje ........................................................................................ 17 
4.3 Programovací jazyk R ........................................................................................................... 28 
4.4 Detaily implementace ........................................................................................................... 29 
5 Experimentální ohodnocení ......................................................................................................... 33 
5.1 První test: Transkripční faktor PAX3 ................................................................................... 33 
5.2 Druhý test: Triplexy a p53con .............................................................................................. 36 
5.3 Třetí test: Shlukování Transkripčního faktoru SP1 .............................................................. 37 
6 Závěr ............................................................................................................................................ 40 
 
 
 2 
1 Úvod 
Již nějakou dobu jsou známy různé metody na sekvenování genomu mnoha organismů včetně 
člověka. Náklady a časová náročnost spojené se sekvenováním nových jedinců rychle klesají a s tím 
souvisí i nárůst různých druhů biologických dat. V dnešní době již je takových dat obrovské 
množství, proto také stoupá zájem o to, aby z nich byly získány nové informace. Samotná DNA 
sekvence genomu bez znalosti významu a funkce jejich jednotlivých částí není až tak významná. 
Proto vznikají projekty, které mají za cíl anotaci celého genomu, jako například ENCODE, jehož 
cílem je kompletně zmapovat lidský genom a určit funkci všech v něm se nacházejících elementů. 
Samotná anotace genomu je tedy velmi důležitá. Určitá část genomu, kde je uvedeno, které prvky 
jsou umístěny na daných pozicích, se nazývá stopa. Na základě ověřené nebo predikované stopy je 
možné odvodit její vztah vůči ostatním elementům. V současné době existuje velká řada nástrojů pro 
práci s genomovými stopami, jako jsou Genome Browser, BEDTools, SAMtools a další, ovšem 
většina z nich nabízí pouze základní operace, bez jejich hlubší analýzy. 
 Tato práce je zaměřena konkrétně na analýzu strukturních elementů na DNA s použitím 
statistických metod, pomocí nichž se dají zjišťovat různé souvislosti a funkční propojení těchto prvků 
například s geny, případně jinými oblastmi na DNA. Součástí práce je i návrh a implementace 
nástroje trackAnalysis  pro provádění těchto analýz v prostředí programovacího jazyka R, přičemž 
jako vstup jsou použity textové soubory obsahující anotační stopy různých prvků na genomu, které 
mohou být získány pomocí některého ze známých webových nástrojů, případně jinou vlastní cestou. 
Pomocí zvolených analytických technik poté uživatel získá požadované výsledky o daných stopách, 
se kterými poté může dále pracovat.  
 Kapitola 2 slouží jako úvod do oblasti genetiky, konkrétně anatomie genomu. Jsou zde 
popsány základní informace o prvcích, které se mohou na genomu nacházet, a jejich vliv na genovou 
regulaci. Také je zde zmíněna struktura a práce s Gene ontology. V kapitole 3 jsou popsány užité 
techniky. Nejprve jsou zde zmíněny statistické metody: test dobré shody a shluková analýza. Dále 
jsou popsány nejznámější formáty souborů pro anotační stopy, kterými jsou GFF3, GTF a BED, které 
budou sloužit jako vstup pro vyvíjený nástroj. Konec kapitoly se zmiňuje o již existujících podobných 
nástrojích na internetu a jsou popsány i jejich možnosti. 4. kapitola se již věnuje samotnému návrhu a 
implementaci nástroje trackAnalysis. Jsou popsány jednotlivé navrhované techniky, nejprve vždy 
z pohledu návrhu, jak byly původně zamýšleny, a poté je již ukázáno, jakým způsobem byly ve 
výsledném nástroji implementovány a s jakými problémy bylo potřeba se při jejich řešení vypořádat. 
Dále je zde zmíněn použitý programovací jazyk R a jeho rozšiřující balíčky, které bylo třeba při 
implementaci využít, převážně z projektu Bioconductor. Konec kapitoly popisuje základní funkce, 
které byly v rámci řešení analýz implementovány, i se stručným popisem toho, k čemu slouží. 
Kapitola 5 se již zabývá testováním vytvořeného nástroje na reálných datech, a to formou tří testů, na 
kterých je ověřována jeho správná funkčnost a případná užitná hodnota. 
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2 Anatomie genomu  
Genom zahrnuje kompletní genetickou informaci daného organismu, uloženou většinou v DNA, 
pouze u některých virů je uložena v RNA. Zahrnuje jak všechny geny, tak i nekódující sekvence, 
mezi které patří introny, LTR retrotranspozomy, LINE, SINE, DNA transpozomy a další. Rozdělení 
prvků v lidském genomu můžete vidět na obrázku 2-1. 
 
 
Obrázek 2-1: Rozdělení elementů v lidském genomu 
2.1 Geny 
Geny jsou definovány jako určitá část DNA nebo RNA (genomu), která po transkripci a translaci 
kóduje protein, případně RNA. U některých organizmů - virů, jsou geny uloženy v RNA. 
Experimenty prokázaly vztah mezi genem a proteinem, jeden gen ovšem může kódovat i více než 
jeden protein (alternativní sestřih), což se dá pochopit jako různé způsoby sestřihu primárního 
transkriptu mRNA vedoucímu k rozdílným produktům. Kromě genů kódujících proteiny existují také 
geny nepodléhající translaci, zůstávají tedy ve formě RNA, například rRNA (ribozomální RNA) nebo 
tRNA (transferová RNA), u těchto genů nedochází k translaci, proběhne tedy pouze transkripce. 
Gen obsahuje exony (kódující části), řídící nebo regulační oblasti a introny (nekódující části). 
Většina prokaryot neobsahuje introny, zatímco většina eukaryot je obsahuje. Celková délka 
intronových sekvencí je často řádově (v některých případech i 100x) větší, než u exonových sekvencí 
[1]. Strukturu genu můžete vidět na obrázku 2-2. 
 
 
Obrázek 2-2: Struktura genu 
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Protein-kódující geny eukaryot obsahují následující elementy: 
• Promotor - váže se na něj RNA polymeráza, či jiné součásti transkripčního aparátu, čímž se 
obvykle zahájí transkripce konkrétního genu. 
• Místo zahájení transkripce - často nazývaná jako 5´ čepička (cap), protože obsahuje 5´ 
konec RNA. 
• 5´ UTR neboli vedoucí sekvence - sekvence nacházející se mezi zahajovacími body 
translace a transkripce. Určuje míru, při které je zahájena translace. Jedná se o část mezi 
začátkem genu a prvním exonem, která není transkribována. 
• Místo zahájení translace - ATG kodón, rozpoznán RNA polymerázou II. 
• Exony - protein kódující oblasti. 
• Introny - nekódující sekvence mezi exony. Jsou vystřihovány při transkripci a ve výsledné 
RNA se již nenachází. 
• Terminační kodón translace – jeden z kodónů TAG, TGA, TAA, ukončuje translaci. 
• 3´ UTR - obsahuje sekvenci AATAAA, potřebnou pro umístění poly(A) tail, který tvoří 
signál pro uvolnění proteinu od nukleové kyseliny. Tato část se nachází za posledním exonem 
na konci genu a stejně jako 5´ UTR není transkribována. 
Protein-kódující geny se dělí na: 
• Osamělé geny - zhruba 25-50% protein-kódujících genů je zastoupeno pouze jednou             
v haploidním genomu. 
• Duplicitní geny - představují protein-kódující geny s velmi podobnými, ale ne identickými 
sekvencemi, které se nacházejí 5-50 kb od sebe. 
• Genová rodina - je soubor duplicitních genů, které kódují proteiny s podobnými, ale nikoliv 
identickými sekvencemi aminokyselin. Zakódované, blízko příbuzné, homologické proteiny 
představují rodinu proteinů. Několik rodin proteinů, jako protein kinázy a transkripční faktory 
obsahuje i stovky členů. 
Protein nekódující geny: 
• Tandemově opakované geny - kódují rRNA, tRNA a histony. rRNA jsou kódovány              
v tandemových polích v genomové DNA. Může se také objevit více kopií tRNA a histon 
genů, často ve shlucích, ale obvykle ne v tandemových polích. 
2.2 Repetativní DNA 
Je označení pro nekódující DNA obsahující opakující se sekvence [1]. Jsou koncentrovány v určité 
oblasti chromozomu a dělí se do dvou kategorií: 
 
Tandemové repetice – pokud se kopie sekvencí nacházejí v blocích, v řadě za sebou, hovoříme o 
tandemových repeticích. Satelitní DNA obsahuje velké množství velmi krátkých opakujících se 
sekvencí v tandemových polích a je přednostně umístěno v centromerách, telomerách a specifických 
místech mezi rameny chromozomů. Minisatelity nazýváme sekce DNA, které obsahují krátké série 
bází 10-60 bp, které se v genomu vyskytují více než 1000 krát. Mikrosatelity mají délku 2-6 bp a 
výskyt maximálně ve stovkách. 
 
Rozptýlené repetice – repetice jsou rozptýleny po celém genomu. Většina rozptýlených repetic 
vzniká procesem transpozice. Rozlišujeme dva základní typy transpozibilních elementů DNA 
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(transpozonů): DNA transpozony – mobilní DNA elementy, které se přemístí na nové místo přímo 
jako DNA; a retrotranspozony – jsou první transkribovány na RNA kopii elementu, která je potom 
zpětně transkribována do DNA. 
LTR retrotranspozony neboli virové retrotranspozony – jsou obklopeny LTR (Long Terminal 
Repeat), kódují reverzní transkriptázu a integrázu. Pohybují se v genomu pomocí toho, že jsou 
transkribovány na RNA, která poté prochází reverzní transkripcí a integruje se do chromozomu 
hostitelské buňky. 
 
Nevirové retrotranspozony – jedná se o nejhojnější mobilní elementy u savců. Tvoří dvě třídy 
v jejich genomu: LINE a SINE (Long/Short interspersed elements – dlouhé/krátké rozptýlené 
elementy). Neobsahují LTR a na konci mají úsek bohatý na A/T. Pohybují se za pomocí nevirového 
retrotranspozičního mechanismu, zprostředkovávaného pomocí LINE kódujících proteinů. Mobilní 
DNA elementy byly dříve považovány za přebytečné a zbytečné. Dnes je již známo, že přispívají  
k vývoji vyšších organismů. 
2.3 Genová regulace 
Genová regulace je buněčný proces, který řídí míru a způsob genové exprese. Jde o komplexní soubor 
interakcí mezi geny, RNA molekulami, proteiny (včetně transkripčních faktorů) a dalšími součástmi 
expresního systému. Určuje, kdy a kde budou dané geny aktivovány a množství proteinu nebo RNA, 
které vyprodukují [2]. 
Transkripční faktory 
Transkripční faktor je protein, který se váže na specifické sekvence DNA, čímž řídí transkripci. 
Transkripční faktory vykonávají tuto funkci samostatně nebo společně s dalšími proteiny v komplexu, 
a to buď podporou (aktivátory) nebo blokováním RNA polymerázy (represory) [3]. Prokaryotická 
RNA polymeráza nepotřebuje transkripční faktory ke své činnosti, oproti tomu transkripce u eukaryot 
je na jejich přítomnosti závislá. Pomocí nich je přizpůsobována genová exprese potřebám organismu.  
Sekvence DNA, na které se váží: 
 Promotor – jde o část DNA v blízkosti genu. Určitá sekvence, která má specifické vazební 
body pro RNA polymerázu. 
 Operátor – regulační oblast na DNA, ležící mezi promotorem a počátkem transkripce. 
Navázání aktivního represoru na operátor blokuje transkripci a tím i expresi strukturních 
genů. 
 Enhancer – sekvence DNA, která váže aktivační faktory. 
 Silencer – sekvence DNA, která váže inhibiční faktory 
 
Při transkripci je nejčastějším regulovaným krokem její inicializace [4]. Na oblast promotoru nasedá 
RNA-polymeráza, promotor také určuje směr transkripce. U eukaryotních a bakteriálních genů 
zahrnuje iniciační místo, ve kterém začíná transkripce a sekvenci přibližně 50 nukleotidů před ním, 
která je nutná pro navázání RNA-polymerázy na promotor. Kromě promotoru mají téměř všechny 
geny také regulační sekvence, které řídí zapínání a vypínání genu. Regulační sekvence ovšem 
nemohou pracovat samostatně, musí být rozpoznány regulačními proteiny, které se vážou na DNA. 
Pouze kombinace regulačních proteinů a sekvencí zaručuje kontrolu inicializace transkripce. 
Regulace genů u eukaryot, je daleko komplexnější proces, než je tomu u prokaryot.  
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Obrázek 2-3: Odlišnosti mechanismů aktivace genů u bakteií a eukaryot [4] 
Iniciace transkripce u eukaryot se od bakterií liší ve 4 zásadních bodech: 
1) Zatímco bakterie mají jednu RNA-polymerázu, eukaryota mají tři (RNA-polymerázu I, RNA-
polymerázu II, RNA-polymerázu III), kdy každá transkribuje odlišný typ genů. RNA-
polymerázy I a III přepisují geny pro tRNA, rRNA a malé RNA, které mají v buňce 
strukturní úlohu. RNA-polymeráza II transkribuje naprostou většinu eukaryotních genů, 
všechny protein kódující geny. 
2) Bakteriální RNA-polymeráza je schopna zahájit transkripci bez pomoci jiných proteinů. 
Eukaryotní RNA-polymeráza naopak vyžaduje přítomnost dalších proteinů. Tyto obecné 
transkripční faktory se vážou na promotor spolu s polymerázou a pomáhají při iniciaci 
transkripce. 
3) Dalším rozdílem u eukaryot je možnost ovlivňovat iniciaci transkripce regulačními proteiny 
(aktivátory a represory), které jsou na DNA vzdáleny i několik tisíc nukleotidů od počátku 
genu. To umožňuje regulaci promotoru mnoha regulačními sekvencemi rozptýlenými na 
DNA. U bakterií jsou geny kontrolovány jedinou regulační sekvencí, nacházející se obvykle 
velmi blízko promotoru. 
4) K iniciaci transkripce u eukaryot musí dojít na DNA sbalené do nukleosomů a v mnohem 
komplikovanějším chromatinu. Více se o tomto problému dozvíte v kapitole 2.3.2. 
 
RNA-polymeráza II potřebuje pro transkribování obecné transkripční faktory, které jí pomáhají 
v nasednutí na promotor, oddělení obou řetězců DNA, a po iniciaci transkripce i její uvolnění 
z oblasti promotoru, aby mohlo začít prodlužování RNA. Vznik transkripčního iniciačního komplexu 
začíná rozpoznáním krátké sekvence na DNA, obsahující převážně nukleotidy A a T (TATA-box), 
pomocí TFIID. Jeho navázání na TATA-box způsobí dramatický lokální ohyb DNA, což umožní 
nasednutí ostatních transkripčních faktorů na promotor. TATA-box je důležitou součástí téměř všech 
promotorů pro RNA-polymerázu II a nachází se většinou 25 nukleotidů před iniciačním místem 
transkripce. 
Protože jsou eukaryotní regulační proteiny navázané na DNA schopny kontrolovat transkripci 
i na velké vzdálenosti, mohou být jejich regulační sekvence umístěny v dlouhých úsecích okolo 
regulovaného genu. Většina DNA má poté pouze roli mezníku a není rozpoznána žádným regulačním 
proteinem. Většina eukaryotních regulačních proteinů je součástí komplexu regulačních proteinů, 
jehož všechny části jsou nezbytné pro expresi daného genu ve správné buňce, ve správný čas a ve 
správném množství jako odpověď na konkrétní podmínky. 
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Pokud jeden regulační protein vhodně doplní kombinaci proteinů, může být rozhodující pro spuštění 
nebo vypnutí celé skupiny genů. 
Nukleosomy 
Nukleosomy jsou základní strukturní jednotkou chromatinu [4]. Chromatin je komplex DNA a 
proteinů tvořících chromozom. Podle fáze buněčného cyklu se mění jeho stav, v interfázi je 
rozvolněný, což umožňuje přístup proteinů potřebných pro expresi genů nebo replikaci. Před vstupem 
do mitózy dochází k dalšímu postupnému sbalování chromatinu, kterým vznikají vysoce 
kondenzované miotické chromozomy. V miotických chromozomech se nachází již replikovaná DNA 
a transkripce je během mitózy pozastavena. Schopnost eukaryotních buněk měnit stupeň kondenzace 
chromatinu je využívána jako jeden z mechanismů pro kontrolu genové exprese.  
 
Obrázek 2-4: Struktura nukleosomu [5] 
Struktura nukleosomu byla zjištěna naštěpením rozvinutého chromatinu specifickou nukleázou, která 
rozdělila DNA mezi jednotlivými nukleosomy. Jádro je tvořeno komplexem osmi histonů – vždy 
dvojce molekul histonů H2A, H2B, H3 a H4 a řetězcem DNA o délce přibližně 146 bp. 
Nukleosomem rozumíme nukleosomové jádro a sousední spojovací úsek DNA. Omotání DNA kolem 
nukleosomů zkrátí molekulu DNA přibližně na třetinu a jedná se o první stupeň kondenzace DNA. 
K iniciaci transkripce v eukaryotních buňkách musí docházet i na DNA kondenzované do 
chromatinu. Geny, které jsou transkribovány, se nacházejí v rozvolněné formě chromatinu, ovšem i 
tato forma má stále nukleosomovou strukturu. Přítomnost nukleosomů neovlivňuje elongační krok 
transkripce, protože RNA-polymeráza se může pohybovat po nukleosomech a dočasně narušovat 
jejich strukturu. Pokud je však promotor sbalen do nukleosomů, je iniciace transkripce zablokována, 
protože nukleosomy nejspíše zabraňují nasednutí transkripčních faktorů nebo RNA-polymerázy na 
DNA. Nukleosomy vytvořené na regulačních sekvencích by mohly interferovat s expresí genu tak, že 
by bránily vazbě regulačních proteinů, ale zdá se, že tomu tak není vždy. Existují důkazy, že se 
regulační sekvence vyskytují v oblastech DNA bez nukleosomů. Některé regulační proteiny však jsou 
pravděpodobně schopné vázat se na DNA i v nukleosomech. 
Triplexy 
DNA dvoušroubovice může za určitých podmínek pojmout třetí vlákno do svého velkého žlábku, tím 
vzniká triplex. Znázornění můžete vidět na obrázku 2-5. Byla představena kompletní sada čtyř variant 
nukleotidů, které umožňují použití tohoto jevu v genové regulaci a mutagenezi. Přírodní DNA vytváří 
triplex, pouze pokud je cílené vlákno bohaté na puriny (Guanin a Adenin), které může kromě vazeb 
 8 
Watson-Crickova párování bází, vytvořit další dvě vodíkové vazby a třetí vlákno má odpovídající 
sekvenci pyriminidů (Cytosin a Thymin). Každý cytosin a thymin v cílovém vláknu duplexu bude 
vázán pouze velmi slabě, protože přispívají jedinou vodíkovou vazbou, takže formace triplexu bude 
fungovat pouze při nízkém pH [6]. 
 Triplexy se dělí podle původu třetího řetězce do třech tříd: 
1. Intermolekulární triplexy – třetí řetězec není součástí duplexu, na který je navázán. 
2. Intramolekulární triplexy – vzniká za vhodných podmínek z DNA duplexu, třetí řetězec je 
poté tvořen jedním z řetězců původního duplexu. 
3. Alternující řetězec – triplex zformovaný na sekvencích DNA ze shluků pyrimidinových a 
purinových bází v jednom řetězci. 
Význam triplexové DNA je hlavně v oblasti regulace molekulárně biologických procesů. Předpokládá 
se, že procesy jako transkripce genu, replikace a rekombinace jsou ovlivňovány formováním 
intramolekulárních triplexových struktur [8]. 
 
Obrázek 2-5: Schéma triplexu [7] 
Kvadruplexy 
 
Obrázek 2-6: A- schéma G-kvartetu, B - struktura G-kvadruplexu [9] 
Kvadruplexy jsou sekvence nukleových kyselin, které jsou bohaté na guanin a jsou schopné tvořit 
čtyř-vláknovou strukturu [9]. Čtyři guaninové báze se mohou spojit přes Hoogstenovy vodíkové 
můstky, a vytvořit tak čtvercovou planární strukturu nazývanou G-kvartet. Vyskytuje-li se nad sebou 
více G-kvartetů, jedná se poté o G-kvadruplex. Struktura kvadruplexu je dále stabilizována pomocí 
kationtu, zejména draslíku, který se nachází v centrálním kanálu mezi každou dvojicí kvartetu. 
Kvadruplexy lze běžně nalézt v CG-bohatých oblastech RNA, ale také v DNA, především 
v promotorových oblastech některých genů nebo na koncích telomer. V poslední době stoupá zájem 
právě o kvadruplexy v oblastech promotoru. Existuje několik možných modelů toho, jak by mohly 
kvadruplexy řídit genovou aktivitu, a to buď jejím zvyšováním (upregulation) nebo snižováním 
(downregulation). Kvadruplexy se také nachází v UTR oblastech mRNA, kde mají vliv na post-
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transkripční regulaci genové exprese. Studie naznačují, že se RNA G-kvadruplexy nacházejí v 5´-
UTR mnoha genů a že zde ovlivňují translaci. 
Palindromy 
Palindrom je taková sekvence na DNA nebo RNA, která je stejná jak při čtení 5´ - 3´ na primárním 
vlákně, tak při čtení 3´ - 5´ na sekundárním vlákně na stejné části dvoušroubovice [10]. Palindromy je 
možno nalézt v genomech všech organismů, jsou často zapojeny do regulace různých buněčných 
procesů, ale jsou i potencionálním zdrojem genetické nestability. Vzhledem k této dvojí povaze 
palindromů se jeví systematická studie jejich výskytu jako velmi zajímavá. Palindromy se také 
nachází ve většině terminačních sekvencí v mechanismu Rho-nezávislé terminace, kde 
palindromatická sekvence tvoří stem-loop vlásenkovou strukturu, která vede k odpojení RNAP 
od DNA. 
2.4 ENCODE 
Cílem projektu ENCODE (Encyklopedia of DNA Elements) je umožnit vědeckým a lékařským 
skupinám interpretovat sekvenci lidského genomu a uplatnit ji k porozumění biologie člověka a 
zlepšení zdraví [11]. ENCODE konsorcium je rozsáhlá skupina vědců z celého světa, používajících 
různé experimentální metody k identifikaci a popisu regionů z lidského genomu, které jsou důležité 
pro funkci.  
Interpretace sekvence lidského genomu je jeden z hlavních problémů biologie 21. století.  
V roce 2003 se NHGRI (National Human Genome Research Institute) pustil do tohoto rozsáhlého 
projektu. V počáteční fázi projektu, probíhající v letech 2003-2007, konsorcium aplikovalo a 
porovnalo různé experimentální a výpočetní metody k anotaci funkčních elementů v definovaném 1% 
lidského genomu. Dvěma dalšími cíli pilotního ENCODE projektu bylo vyvinout a vylepšit 
technologie pro anotaci lidského genomu v kombinaci se zaměřením na dosažení vyšší přesnosti, 
úplnosti a cenové efektivity a stanovit paradigma pro sdílení funkčních genomických dat.  
V roce 2007 byl projekt ENCODE rozšířen na studium celého lidského genomu s použitím 
experimentální a výpočetní technologie vyvinuté v prvotní fázi projektu. Hlavním cílem ENCODE je 
poskytnout vědeckým skupinám kvalitní, komplexní anotaci kandidátních funkčních elementů            
v lidském genomu. Pojem „funkční prvek“ označuje diskrétní oblast genomu, který kóduje 
definovaný produkt (např. protein) nebo reprodukovatelnou biochemickou signaturu jako transkripci 
nebo konkrétní strukturu chromatinu. Je značně oceňováno, že tyto signatury, ať už samotné nebo       
v kombinacích, značí genomové sekvence s důležitou funkcí, včetně exonů, míst RNA zpracování a 
transkripčních regulátorů jako promotory, enchancery (podporují transkripci), silencery (utlumují 
transkripci) a izolátory. Ovšem také je důležité si uvědomit, že i když mohou být určité biochemické 
signatury spojeny s určitou funkcí, naše současné znalosti nemusí nutně určit jejich konečné 
biologické role, funkce nebo mechanismy působení daného genomového elementu. V současné době 
je podíl lidského genomu, který kóduje funkční elementy, neznámý. Odhady založené na 
komparativních genomových analýzách naznačují, že 3% - 8% z párů bází v lidském genomu jsou 
pod čistou (puryfiing) nebo negativní selekcí. 
Současná fáze ENCODE projektu se zaměřuje na zkompletování dvou základních tříd 
anotace: geny (protein-kódující i nekódující) a jejich RNA transkripty a regiony regulující transkripci. 
5. září 2012 byly vydány první výsledky projektu v souboru 30 článků publikovaných v časopisech 
Nature, Genome Biology a Genome research [12]. Tyto publikace dohromady ukazují, že přibližně 
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80% z nekódující DNA v lidském genomu je „funkčních“, ovšem funkčních v trochu jiném smyslu 
než známe, který byl v rámci ENCODE předefinován. Ovšem důležité je, že pomocí této definice 
bylo nastíněno, že tato část regulační DNA, která byla dříve považovaná za odpadní (junk DNA), činí 
důležité příspěvky k lidským nemocem. Nyní je možno prohlásit, že odpadní DNA je velice málo, 
pokud vůbec. Většina z této funkční nekódující DNA se podílí na regulaci a expresi kódujících genů. 
Dále exprese každého kódujícího genu je řízena několika regulačními místy nacházejícími se jak 
blízko, tak daleko od genu. Tyto výsledky ukazují, že regulace genové exprese je daleko složitější, 
než se dříve myslelo. 
2.5 Gene ontology 
Gene Ontology (GO) [20] je sada kontrolovaných slovníků popisujících funkce genů, případně jejich 
produktů (RNA a proteiny), včetně jejich anotace. GO je vytvářena univerzálně a je tedy použitelná 
pro libovolný organismus. Jak je z názvu patrné, GO je ontologie obsahující slovník, definice pojmů 
(pro pojmy se v GO používá výraz termy) a vztahy mezi jednotlivými pojmy (termy). Celou strukturu 
této ontologie je možné reprezentovat ve formě orientovaného acyklického grafu, kde jednotlivé uzly 
představují určité termy z GO a hrany vztahy mezi nimi. Každý term musí mít nejméně jeden 
nadřazený term. Vztah mezi dvěma termy může být jedním z těchto 5 typů: Is-a (je typem), Part-of 
(je částí), Has-a (obsahuje), Regulates + (positivně reguluje) a Regulates – (negativně reguluje). GO 
obsahuje 3 základní domény pro popis genů a genových produktů, kterou z nich uživatel použije, 
záleží hlavně na tom, co přesně se o nich chce dozvědět. Těmito třemi doménami jsou: 
 Mollecular function – molekulární funkce popisuje činnosti, jako jsou například katalytické 
či vazební aktivity, které se vyskytují na molekulární úrovni. GO termy související 
s molekulární funkcí představují spíše aktivity než subjekty (molekuly a komplexy), které 
aktivity vykonávají. Nespecifikují kdy, kde nebo v jakém kontextu. Molekulární funkce 
obvykle odpovídá aktivitám, které mohou být vykonány jednotlivými genovými produkty, 
ovšem některé aktivity mohou být prováděny i komplexem genových produktů. 
 Biological proces – biologický proces je série událostí, provedených jedním nebo více kroky 
molekulárních funkcí. Příkladem obecných termů biologického procesu jsou buněčný 
fyziologický proces (cellular physiological process) a signální transdukce (signal 
transduction). Příkladem specifičtějšího termů je například pyrimidinový metabolický proces 
(pyrimidine metabolic proces). Může být obtížné rozhodnout, zda se jedná o biologický 
proces nebo o molekulární funkci, základním pravidlem ovšem je, že biologický proces musí 
mít více než jeden krok. 
 Cellular component – ontologie Cellular component popisuje místa na úrovni buněčné 
struktury a makromolekulárních komplexů. Obecně platí, že genový produkt se nachází 
uvnitř buněčné komponenty nebo je její dílčí součástí. Cellular component zahrnuje 
vícenásobné podjednotky enzymů a další proteinové komplexy, ale neobsahuje jednotlivé 
proteiny nebo nukleové kyseliny.  
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3 Užité nástroje a metody 
3.1 Statistické metody zpracování dat 
χ2-test dobré shody 
Jedná se o metodu, která umožňuje ověření, zda má náhodná veličina X určité, námi zvolené 
rozložení. Testujeme tedy nulovou hypotézu H0, že hodnoty náhodné veličiny X pocházejí z daného 
rozdělení [13]. Všechny hodnoty měřené náhodné veličiny se zatřídí do   tříd (intervalů), zpravidla 
stejně velkých, a určí se četnosti    jednotlivých tříd v náhodném výběru. Poté se určí 
pravděpodobnosti    toho, že při platnosti hypotézy padne pozorovaná hodnota náhodné veličiny do 
 -tého intervalu. V náhodném výběru o rozsahu   při platnosti hypotézy padne do  -tého intervalu 
zhruba      hodnot, tomuto počtu se říká hypotetická četnost. Nulová hypotéza by se měla zamítnout, 
jestliže rozdíly mezi skutečnými a hypotetickými četnostmi jednotlivých tříd (   a    ) budou 
v průměru hodně velké. K vyjádření míry průměrné velikosti těchto rozdílů se používá veličina: 
  ∑
        
 
   
 
   
 
Vzorec 3-1: Míra průměrné velikosti rozdílů [13] 
Pro správnou funkci tohoto testu musí být splněny dvě podmínky,       pro všechny třídy a 
      pro alespoň 80% tříd. 
Výše popsané můžeme nyní znázornit na příkladu [13]. Testujeme hypotézu H0 na hladině 
5%, že okamžiky vzniku zmetků při výrobě, jsou rovnoměrné rozloženy v průběhu osmihodinové 
směny 〈        〉, proti alternativě, že rovnoměrné nejsou. Doba od počátku směny do vzniku 
zmetku, je náhodná veličina X. Všechny hodnoty náhodné veličiny X            rozdělíme do 
několika stejně velkých tříd například po jednotlivých hodinách (k=8), kdy zmetek vznikl    
                       , a určíme četnosti jednotlivých tříd v náhodném výběru. Tedy 
kolik zmetků vzniklo v jednotlivých hodinách směny. Během směny vzniklo 80 zmetků, získal se tak 
náhodný výběr x1, ..., x80, který se roztřídil do osmi 1-hodinových intervalů a získal se tak četnosti 
jednotlivých tříd ni: 
Hodina i 1 2 3 4 5 6 7 8 
Četnost zmetků ni 10 15 20 10 8 7 5 5 
Tabulka 3-1: Počet zmetků v jednotlivých hodinách směny [13] 
Nyní je třeba určit hypotetické pravděpodobnosti pi jednotlivých tříd. Jelikož jde o rovnoměrné 
rozdělení, bude pravděpodobnost všech tříd stejná pi = 
 
 
 (Součet pravděpodobností všech tříd musí 
být roven 1). Nyní můžeme přistoupit k samotnému testu, vypočítáme si       
 
 
    pro 
         . Poté již můžeme přímo vypočítat R. 
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Vzorec 3-2: Výpočet R [13] 
V tabulkách kritických hodnot najdeme   
               
          . Jelikož jsme 
neodhadovali žádný neznámý parametr, platí r=0. 
Protože platí           , leží R v kritickém oboru a nulovou hypotézu na hladině významnosti 5% 
zamítáme. Můžeme tedy s velkou pravděpodobností prohlásit, že rozložení pravděpodobnosti X je 
jiné než rovnoměrné. 
Kolmogorov-Smirnovův test dobré shody 
Oproti zmíněnému χ2-testu dobré shody používá k testování hypotéz o tvaru zkoumané náhodné 
veličiny X přímo její jednotlivé naměřené hodnoty, nepotřebuje je tedy nejprve rozdělit do 
jednotlivých tříd. Díky tomu je ho možné použít i v případě malých náhodných výběrů [13]. 
Budeme předpokládat, že hypotetické rozdělení, které se testuje, je spojité a že jsou v nulové 
hypotéze zadány i všechny jeho parametry. Pro popis hypotetického rozdělení veličiny X se použije 
jeho distribuční funkce F0(x). Při Kornogolov-Smirnovově testu jde tedy o test nulové hypotézy: H0: 
rozdělení veličiny X je dáno distribuční funkcí F0(x). Oproti alternativě: H1: rozdělení veličiny X je 
dáno jinou distribuční funkcí než F0(x).  
Při testu postupujeme tak, že nejprve z naměřených hodnot X určíme tzv. výběrovou 
distribuční funkci Fn(x). Tu dále porovnáme s hypotetickou distribuční funkcí F0(x). Nulovou 
hypotézu H0 potom zamítneme tehdy, je-li maximální rozdíl mezi hodnotami těchto dvou hodně 
velký, přesněji: 
      |           |       , 
Vzorec 3-3: Výpočet R u KS testu [13] 
Kde       je kritická hodnota testovací statistiky R na hladině významnosti α.  
Shluková analýza 
Zabývá se metodami a algoritmy, pomocí kterých sdružuje data s podobnými vlastnostmi do shluků 
(klastrů) [14]. Snaží se uspořádat data do smysluplných struktur. Jedná se o nástroj datové analýzy, 
který třídí různé objekty do shluků tak, že podobnost dvou objektů ležících ve stejném shluku je co 
největší, zatímco podobnost s objekty mimo tento shluk je co nejmenší. Shlukováním je možné najít 
vztahy mezi objekty bez jejich dalšího vysvětlení nebo interpretace. 
V bioinformatice se shlukování používá k vytvoření skupin genů s podobnými modely 
chování. Takové shluky často používají funkčně podobné proteiny jako enzymy pro specifické dráhy 
nebo spoluřízené geny. V sekvenční analýze se shlukování používá pro seskupování podobných 
sekvencí do genových rodin. Používá se také při automatickém přidělování genotypu. 
3.2 Formáty souborů pro genomová data 
V této kapitole jsou popsány 3 nejběžnější formáty pro popis genomových stop, se kterými se bude 
v této práci pracovat. Genomová stopa je v podstatě popis jednotlivých elementů nacházejících se 
 13 
v genomu, kde nejdůležitějším aspektem je umístění daného elementu v rámci genomu a jeho 
orientace. Schematické znázornění stopy můžete vidět na obrázku 3-1. 
 
Obrázek 3-1: Znázornění stopy 
GFF3 formát 
GFF3 je formát udávající umístění a popis jednotlivých genů a dalších elementů, souvisejících 
s DNA, RNA nebo proteinovými sekvencemi [15]. Formát obsahuje 9 sloupců, které jsou od sebe 
navzájem odděleny tabulátorem, jednotlivé záznamy (stopy) jsou odděleny novým řádkem. 
Nedefinovaná pole jsou vyplněna znakem „.“. 
Popis jednotlivých sloupců: 
• Sloupec seqid – odkaz na sekvenci, ke které se daný element vztahuje, například určitý 
chromozom, contig apod. 
• Sloupec source – značí software, který vygeneroval danou stopu, například „Genescan“, 
nebo databázi „Genbank“. 
• Sloupec type – udává typ prvku, termín ze sequence ontology. 
• Sloupec start – udává začátek daného prvku. Je to vždy celé číslo, udávající souřadnice 
v sekvenci označené v prvním sloupci. 
• Sloupec end – udává konec daného prvku. Konec musí být vždy větší nebo roven začátku, 
nezávisle na orientaci stopy. 
• Sloupec score – udává skóre daného prvku jako desetinné číslo. 
• Sloupec strand – udává, zda jde o prvek na přímém nebo reverzním vlákně sekvence. „+“ 
značí přímé vlákno, „-“ značí reverzní vlákno a „.“ se používá pro stopy, které nejsou 
směrovány. Případně se používá „?“ pro stopy, kde není známa orientace. 
• Sloupec phase – používá se u typu CDS (Coding DNA Sequence). Udává, kde má daný prvek 
začít se čtecím rámcem (Reading frame). - je to jedno z čísel 0, 1 nebo 2, které udává počet 
bází, které se mají odstranit ze začátku stopy, abychom dosáhli první báze z dalšího kodónu. 
Pro přímá vlákna je počítána z položky start a pro reverzní vlákna je počítána z položky end. 
• Sloupec attributies – obsahuje další atributy, které jsou od sebe odděleny středníkem. 
 
Příklad zápisu: 
Chr1 TAIR8 exon 3996 4276 . + . Parent=AT1G01010.1 
Chr1 TAIR8 CDS 3996 4276 . + 2 Parent=AT1G01010.1, 
AT1G01010.1-Protein; 
Existují ještě starší verze tohoto formátu GFF1 a GFF2, které ovšem již v dnešní době nemá smysl 
používat. 
GTF formát 
GTF formát [16] je velice podobný s GFF formátem, prvních 8 sloupců má stejný tvar jako v GFF, 
liší se pouze ve formátu devátého sloupce (attributies). U GFF je formát zápisu atributu 
atribut=hodnota a jsou odděleny středníkem, např.:  
ID=AT1G01060.3;Parent=AT1G01060;Name=AT1G01060.3; 
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U GTF je zápis ve tvaru atribut “hodnota“ a oddělovač je opět středník, např.:  
gene_id "ENSBTAG00000020601"; transcript_id "ENSBTAT00000027448"; 
gene_name "ZNF366"; 
BED format 
BED (Browser Extensible Data) formát používá UCSC genome browser, poskytuje flexibilní způsob, 
jak definovat datové řádky, které jsou zobrazeny v jednotlivých anotačních stopách (annotation 
track). Má tři povinná pole a dalších devět volitelných. Počet polí musí být konzistentní v rámci 
jakéhokoliv souboru dat v anotačních stopách. Pořadí volitelných polí je závazné, všechna nižší pole 
pod tím, které chceme použít, musí být využita [16].  
Varianta, kdy je povinných všech dvanáct polí, se nazývá BED12. BEDTools si definovalo 
vlastní variantu BEDPE (Paired-End BED), aby se daly stručně popsat disjunktní genomové prvky. 
Tento nový formát vznikl, protože klasický BED neumožňoval definici inter-chromozomálních 
prvků. A také měl jen jedno pole pro orientaci vlákna, což je nedostatečně pro zarovnání párových 
(paired-end) sekvencí [17]. 
Příklad zápisu: 
chr1 235563 235779 Egr-1 130 . 235563 235779 0
 1 216, 0, 
chr1 235728 235859 FOXA1_(C-20) 236 . 235728
 235859 0 1 131, 0, 
3.3 Existující nástroje 
BEDTools 
BEDTools [18] jsou nástroje vyvinuté pro práci s genomovými stopami. Umožňují řešení častých 
genomických úkolů, jako je nalezení překryvů mezi stopami a výpočet pokrytí. Tyto nástroje pracují 
hlavně se čtyřmi známými formáty souborů pro ukládání genomových stop: BED, GFF/GTF, VCF a 
SAM/BAM. Jednotlivé nástroje BEDTools můžeme navzájem propojit a vytvořit tak řešení pro 
komplikovanější otázky [17]. 
Jednotlivé nástroje, které se v BEDTols nacházejí: 
 intersectBed – vrací překrývající se prvky, mezi dvěma BED/GFF soubory. 
 pairToBed – vrací překryvy mezi BEDPE souborem a běžným BED/GFF souborem. 
 pairToPair – vrací překryvy mezi dvěma BEDPE soubory. 
 bamToBed – převede BAM zarovnání do BED nebo BEDPE formátu. 
 windowBed – vrací překrývající se prvky mezi dvěma BED/GFF jen v určité oblasti. 
 closestBed – vrací nejbližší prvek ke každému záznamu v BED/GFF souboru. 
 subtractBed – odstraní části intervalů, které se překrývají s jinými prvky. 
 mergeBed – spojí překrývající se prvky do jednoho prvku. 
 coverageBed – sumarizuje hloubku a rozsah pokrytí prvků v jednom BED/GFF souboru. 
 genomeCoverageBed – vytvoří histogram pokrytí genomu. 
 fastaFromBed – vytvoří FASTA sekvenci z BED/GFF intervalů. 
 maskFastaFromBed – zamaskuje FASTA soubor na souřadnicích uvedených v BED/GFF 
souboru. 
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 shuffleBed – náhodně zamění umístění prvků v rámci genomu. 
 slopBed – upraví velikosti všech prvků o požadovaný počet párů bází. 
 sortBed – seřadí BED/GFF soubory pomocí zvolených kritérií. 
 linksBed – vytvoří HTML soubor s odkazy na jednotlivé instance UCSC Genome Browseru 
ke všem prvkům. 
 complementBed – vrátí interval, který není obsazen prvky v BED/GFF souboru. 
 
UCSC Genome Browser 
UCSC Genome Browser [19] je on-line genomový prohlížeč, je vyvinut a spravován skupinou 
Genome Bioinformatics Group, což je mezifakultní tým v rámci centra pro biomolekulární vědy a 
inženýrství na univerzitě University of Carolina Santa Cruz (UCSC). Obsahuje referenční sekvence 
pro velké množství genomů. Poskytuje také portály pro projekty ENCODE a Neandertal. 
Genome browser nabízí řadu nástrojů pro práci s těmito sekvencemi: 
 Genome Browser – grafický nástroj pro zobrazení obsahu genomu. Umožňuje jak zobrazení 
celého chromozomu, tak jeho částí, lze se tedy v jeho rámci interaktivně pohybovat a 
přibližovat. Zobrazuje rozmístění stop v rámci genomu a také poskytuje možnost 
vypnout/zapnout zobrazení jednotlivých stop, případně vložení a zobrazení vlastních stop. 
 Gene Sorter – zobrazí seřazenou tabulku genů, které spolu mají navzájem nějaký vztah. 
Tento vztah může být jedním z několika typů, např. pomocí homologie proteinu, vzdálenosti 
genu, podobnosti profilů genové exprese, podobnosti na základě Gene Ontology a další. 
 Blat – jedná se o nástroj na hledání zarovnání DNA sekvencí, tedy stejně jako Blast, ale je 
strukturován jinak. Blat udržuje index celého genomu v paměti, takže cílová databáze není 
sada sekvencí GenBank, ale index odvozený od celého genomu. To mu dává výhodu vyšší 
rychlosti. 
 Table Browser – používá se pro načtení dat spojených se stopou, v textovém formátu, pro 
výpočet překryvů mezi stopami a pro získání DNA sekvence, vztahující se k dané stopě. 
Jedná se o alternativu grafického režimu, který poskytuje Genome Browser, s tím že výstupní 
data dostáváme v požadovaném formátu (BED, GTF, FASTA, …) a je možné s nimi dále 
pracovat, např. pomocí jiných nástrojů. 
 VisiGene – virtuální mikroskop na prohlížení obrázků in situ. Ty ukazují, kde je gen 
používán v organismu, někdy až na buněčné rozlišení. S VisiGene je možno získat obrázky 
splňující konkrétní vyhledávající kritéria a ty si poté interaktivně prohlížet, zvětšovat a 
posouvat.  
 Genome Graphs – nástroj na zobrazení celogenomových datových sad, jako jsou výsledek 
celogenomové SNP asociační studie, vazební studie a homozygotnostní mapování. Pomocí 
Genome Graphs je možné: nahrát několik celogenomových dat a zobrazit je současně, 
kliknout na oblast zájmu a přejít přímo do prohlížeče Genome Browser na této pozici, 
nastavit práh významnosti pro použitá data a zobrazit pouze oblast, která jej splňuje, zobrazit 
geny, které se nachází v oblastech, kde použitá data splňují práh významnosti. 
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GenomicRanges 
GenomicRanges je nástroj vyvinutý skupinou Bioconductor [22] pro použití ve statistickém 
programovacím jazyce R [23] a je také využit při implementaci nástroje trackAnalysis, viz kapitolu 
4.3. Poskytuje třídu GRanges pro reprezentaci stopy a také sadu metod pro základní operace s těmito 
stopami, mezi které patří hledání překryvů a operace s nimi, a také množinové operace, pomocí nichž 
je možno získat např. doplněk stopy, sjednocení dvou stop apod. 
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4 Návrh a implementace 
4.1 Kritika současného stavu 
V současné době existuje velká řada nástrojů pro práci s genomovými stopami, jako jsou Genome 
Browser, BEDTools, SAMtools a další, ovšem většina z nich nabízí pouze základní operace, bez jejich 
hlubší analýzy. 
Potřebujeme takový nástroj, který bude pracovat s různými stopami. Ty mohou být již 
existující, jako jsou pozice genů, případně vlastní – např. CpG oblasti, palindromy, triplexy, 
kvadruplexy, transkripční faktory SP1 a p53 apod. Nad těmi bude dělat statistické analýzy, které 
budou komplexnější a rozšířenější, než na zmíněných dnešních webových nástrojích. Budou 
zahrnovat klasifikaci pozic elementů vůči jiným elementům, analýzu překryvů a shluků, případně i 
techniky dolování dat. 
Příklady předpokládaných dotazů: 
 Vyhledá zadaná vazební místa (SP1, P53, apod.), provede jejich klasifikace vůči 
promotorům, intronům, exonům, mezigenovým oblastem, nukleozomům apod. 
 Provede analýzu shluků zadaných vazebních míst a jejich klasifikaci oproti ostatním 
elementům. 
 Vybereme 100 genů, na které se váže p53, z nich si nástroj vytáhne jejich promotory do 
zadané vzdálenosti a analyzuje, zda se v těchto promotorech nevyskytují triplexy, 
kvadruplexy, repeaty apod. 
 
Jelikož tyto požadavky a dotazy nedokážeme pomocí současných nástrojů vyřešit, je potřeba 
navrhnout nástroj vlastní. 
4.2 Návrh a realizace nového nástroje 
Cílem tohoto projektu je navrhnout a implementovat nástroj pro analýzu strukturních elementů DNA. 
Ten bude pracovat s anotačními stopami ve formátu GFF3, GTF nebo BED, se kterými bude provádět 
různé sady testů a analýz ke zjištění nových poznatků o těchto stopách. Výstupy jsou poté zobrazeny 
ve formě nové stopy, grafu nebo výpisu výsledků z testů. Znázornění blokového schématu můžete 
vidět na obrázku 4-1. 
V rámci získání nových znalostí o dané stopě, bude mít nástroj možnost výsledky testů a 
analýz v případě potřeby slučovat a kombinovat, aby bylo možno získat co největší množství 
informací. V této podkapitole jsou popsány jednotlivé navrhované metody, možnosti jejich využití a 
také bude zmíněn konečný způsob jejich realizace ve výsledném nástroji trackAnalysis. 
Daná vstupní stopa je považována za náhodnou veličinu X, každý prvek xi této stopy je dán 
počáteční pozicí, koncovou pozicí a orientací (+ pozitivní vlákno DNA, - negativní vlákno DNA). 
Jednotlivé pozice nabývají hodnot od 0 až po délku chromozomu, ve kterém jsou prvky umístěny. 
Alternativně lze prvek definovat pouze jeho počáteční, koncovou nebo středovou pozicí. 
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Obrázek 4-1: Blokové schéma navrhovaného nástroje 
 
Test náhodnosti (X)  
Návrh: 
Zjišťujeme, zda mají elementy ve stopě X charakter náhodné veličiny. Podle výsledku určíme, zda 
jsou elementy ve stopě rozmístěny náhodně, poté pravděpodobně nemají v dané oblasti 
chromozomu žádnou funkci. Případně se jejich výskyt váže ke specifickým oblastem, obvykle 
genům, a tyto elementy je vhodné dále zkoumat. Náhodnost stopy X se bude posuzovat na základě 
výsledků testu dobré shody, kdy se pozice jejich jednotlivých elementů xi (počáteční nebo 
koncová), budou porovnávat vůči rovnoměrnému rozložení pravděpodobnosti. Z výsledku poté 
určíme, zda byla splněna nulová hypotéza (testované rozložení je rovnoměrné) na zadané hladině 
významnosti. V kladném případě (stopa X má rovnoměrné rozložení) prohlásíme stopu za 
Stopy (GFF3, GTF, BED) Funkční data (Gene ontology) 
TEST 
náhodnosti 
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Klasifikace 
Detekce 
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Vyhodnocení výsledků 
Stopy Grafy Výsledky analýz 
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náhodnou, v opačném případě stopa náhodná není, takže má tendenci se shlukovat na určitých 
specifických místech. 
Realizace: 
Test náhodnosti je ve výsledném nástroji realizován pomocí testu dobré shody. Nejprve bylo 
zvažováno použití jeho klasické varianty χ2-test (v R funkce chisq.test), ten se však pro realizaci 
testu náhodnosti stopy ukázal jako špatná volba převážně díky nutnosti rozdělení celé stopy do 
menšího počtu diskrétních intervalů, které musí splňovat podmínky testu (v každé třídě alespoň 
jeden prvek a minimálně 5 prvků, v alespoň 80% tříd, viz. Kapitola 3.1.1). To je ovšem při použití 
rozumného počtu tříd u reálných stop problém (např. transkripční faktor sp1 má tendenci 
vyskytovat se ve shlucích) a v genomu se mohou vyskytovat relativně rozsáhlé úseky, bez 
jediného výskytu testovaného elementu. 
Proto bylo později přistoupeno k variantě Kolmogorov-Smirnovova testu (v R funkce ks.test), 
který na rozdíl od předchozí varianty, umožňuje použití přímo naměřených hodnot náhodné 
veličiny (zde za náhodné hodnoty měřené veličiny uvažujeme pozice elementů v testované stopě). 
Je tedy možné přímo porovnání dvou rozložení, což je přesně potřeba. Jako rozložení jsou brány 
pozice jednotlivých elementů v rámci chromozomu. Je možno zvolit, zda se má při testu brát        
v úvahu pozice počáteční, koncová nebo střed daného elementu. U většiny stop bude mít tato 
volba zanedbatelný vliv na změnu rozložení, ovšem u takových stop, kde se výrazně liší délky 
jednotlivých elementů, může mít vliv. K dosažení výsledku, je potřeba porovnat rozložení 
testované stopy se stopou náhodnou, to bylo nejprve implementováno pomocí generování náhodné 
stopy. Ovšem jelikož pozice v náhodné stopě odpovídají rovnoměrnému rozložení, je výhodnější a 
efektivnější normalizovat hodnoty pozic testované stopy a testovat je přímo vůči rovnoměrnému 
rozložení (v R značeno jako “punif“). 
 
Obrázek 2-2: Porovnání rozložení vůči náhodnému u stopy, která nesplňuje test náhodnosti (vlevo), a stopy, která 
podmínky splňuje (vpravo) 
Z výsledku testu ks.test nás zajímá jeho p-hodnota, tj. číslo v intervalu      , udávající míru 
shody dvou testovaných rozložení. V implementované funkci is_random může uživatel zadat pod 
parametrem alpha, hladinu významnosti α, se kterou chce testovat (v případě nezadání je brána 
hladina významnosti 5%, α=0.05). Pokud je výsledná p-hodnota testu větší nebo rovna zadané 
hladině významnosti α, je splněna nulová hypotéza H0, že rozložení testované stopy pochází 
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z rovnoměrného rozložení, a je tedy prohlášena za náhodnou. Funkce is_random v tomto případě 
vrací TRUE. V opačném případě vrací FALSE a rozložení testované stopy náhodné není. Tento 
výsledek je ještě podložen grafem, znázorňující dvě testovaná rozložení vůči sobě. Na obrázku 4-2 
můžete vidět výsledné porovnání, a to jak u stopy, která byla prohlášena za náhodnou (test 
s náhodně vygenerovanou stopou), tak u stopy, kde byla náhodnost vyvrácena (stopa vazebních 
míst transkripčního faktoru TATA-binding protein v prvním chromozómu u člověka). 
Detekce shluků (X)  
Návrh: 
Zjišťujeme, zda elementy na stopě X vytvářejí shluky. Za shluk je považována taková skupina 
elementů, které jsou od sebe vzdáleny do určité zadané vzdálenosti. U těchto shluků poté 
zkoumáme jejich pozici vůči genům případně jiným oblastem na DNA. Dále můžeme porovnat 
charakter shluků na stopě se shluky na náhodně vygenerované stopě, a dle toho určit, zda mají 
elementy tendenci se shlukovat v určitých oblastech chromozomu, díky tomu bychom poté mohli 
odhadnout jejich funkce. Pro nalezení shluků na stopě X musíme mít zadanou hranici H, která 
určuje, kdy se dva prvky xi nacházejí v rámci jednoho shluku. Poté hledáme shluky a snadno 
získáme jejich četnost a také střed, jako aritmetický průměr pozic všech prvků daného shluku. 
S těmito parametry poté můžeme pracovat a porovnávat je např. vůči náhodné stopě. 
 
Obrázek 4-3: Detekce shluků 
Realizace: 
Detekce shluků je ve výsledném nástroji realizována ve funkci cluster_track, která ze vstupní 
stopy vytvoří stopu novou, obsahující pozice jednotlivých shluků a také jejich velikost (z kolika 
elementů se daný shluk skládá). Při hledání shluků je důležité, aby se jednotlivé elementy ve 
vstupní stopě nepřekrývaly. Proto je nejprve provedena úprava vstupní stopy, kde jsou právě 
překrývající se elementy sloučeny a dále brány jako jeden. Z takto upravené stopy je již možné 
získat seřazené vektory počátečních pozic a koncových pozic jednotlivých elementů. Jelikož daná 
stopa již neobsahuje překryvy, je poté jisté, že na určitém indexu i v obou vektorech se nachází 
počáteční a koncová pozice právě i-tého elementu na chromozomu. 
Při hledání shluků jsou důležité dva parametry, jednak je to maximální vzdálenost, která 
může být mezi dvěma elementy, aby se nacházely v rámci jednoho shluku, a také minimální 
velikost shluků, které jsou hledány. Elementy na stopě jsou procházeny postupně zleva doprava 
(od nejnižších pozic na chromozomu k nejvyšším). Zjišťuje se, zda se startovní pozice 
následujícího elementu nachází do zadané maximální vzdálenosti od koncové pozice aktuálního 
elementu. V kladném případě se inkrementuje velikost shluku a pokračuje se dalším elementem. 
V případě, že následující element je vzdálen o větší počet bází, je aktuální shluk zaznamenán (v 
případě, že splňuje podmínku minimální velikosti shluku), případně zahozen a pokračuje se dalším 
shlukem. Takto jsou prozkoumány všechny elementy na vstupní stopě a ze zaznamenaných shluků 
je vytvořena nová stopa. 
Implementovaná funkce cluster_track nebere v potaz vlákna DNA, na kterých se elementy ve 
stopě vyskytují, shluky jsou tedy brány v rámci obou vláken a ve výsledné stopě poté není 
zaznačena jejich orientace (v GRanges značeno jako „*“). V případě, že je potřeba provést detekci 
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shluků, která bere v potaz i orientaci elementů ve stopě, je zde funkce cluster_track_stranded. Ta 
nejprve rozdělí vstupní stopu na dvě, kde jedna obsahuje pouze elementy na kladném vlákně DNA 
a druhá pouze elementy na záporném vlákně. Poté je u obou stop zvlášť provedena detekce shluků, 
po které je k výsledným shlukům ve stopě zaznačena jejich orientace („+“ nebo „-“). Sloučením 
těchto stop je poté dosažena výsledná stopu shluků, která již bere v potaz orientaci jednotlivých 
elementů ve vstupní stopě. 
 
Test vzdálenosti (X,Y) 
Návrh: 
Testujeme souvislost dvou stop vůči sobě. Na základě vzdálenosti elementů ve stopě X od 
elementů ve stopě Y. Výsledek porovnáme s testem vzdálenosti elementů stopy X vůči náhodně 
vygenerované stopě, čímž zjistíme, jakou měrou spolu stopy X a Y souvisí. U tohoto testu se počítá 
také se speciálním případem, kdy bude stopa elementů X testována vůči stopě genů Y. V takovém 
případě se budou vzdálenosti také porovnávat vůči skupinám Gene ontology s cílem určit, ke 
kterým z nich se váží, a tím pádem i určit pravděpodobnou funkci elementů na stopě X. Tento test 
bude probíhat následovně: Nejprve si určíme nejbližší vzdálenosti všech prvků z X vůči genům 
z dané skupiny Gene Ontology. Stejně tak si určíme nejmenší vzdálenosti všech prvků náhodně 
vygenerované stopy Y vůči genům stejné skupiny GO. Tím nám vzniknou dvě rozložení, která 
porovnáme pomocí testu dobré shody. Čím více se tyto dvě rozložení liší (vyšší hodnota R), tím je 
pravděpodobnější, že stopa X funkčně souvisí s danou skupinou GO. 
Při tomto testu je důležité rozhodnout, jak vzdálenost elementů vůči sobě porovnáváme, je 
zde několik možností: vzdálenost dvou začátečních pozic, nejkratší vzdálenost (začátek jednoho 
prvku vůči konci druhého), dále je důležité si uvědomit, zda a případně jak zohledňovat prvky, 
které jsou vůči sobě na opačném vlákně. Ve výsledném nástroji proto bude muset uživatel zvolit, 
jakou vzdálenost má brát test v potaz. 
 
 
Obrázek 4-4: Detekce vzdálenosti 
Realizace: 
U tohoto testu nás zajímá, jakou vzdálenost mají jednotlivé elementy ve dvou vstupních stopách 
vůči sobě. Vzdálenost je možné testovat vůči začátkům elementů stopy, vůči které je testováno 
nebo jejich koncům. K tomu slouží implementovaná funkce distance_analysis. Ta u všech 
elementů ze vstupní stopy zjistí vzdálenost k nejbližšímu elementu stopy druhé a z těchto 
vzdáleností je vytvořeno rozložení. Pro porovnání je toto rozložení vzdáleností od stop provedeno 
i u náhodné stopy (tj. stopa, která má stejný počet elementů o stejných délkách jako stopa vstupní, 
ovšem její počáteční pozice v rámci chromozómu jsou generovány náhodně). Obvykle nás 
zajímají právě ty elementy ze vstupní stopy, které se nacházejí právě do určité vzdálenosti od 
genu, proto je zde parametr, který udává maximální vzdálenost elementů od genu. Elementy, které 
se nacházejí ve větší vzdálenosti, již nejsou brány v potaz. Po spuštění funkce distance_analysis je 
zobrazen graf, který porovnává právě rozložení vzdáleností od testované stopy u vstupní stopy a 
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náhodné stopy, právě do zadané maximální vzdálenosti, aby bylo možné vyhodnotit, zda byl tento 
parametr správně zvolen a bylo vidět, jestli má vstupní stopa tendenci se vyskytovat v blízkosti 
testované. Speciálním případem tohoto testu je testování vzdáleností vstupní stopy vůči stopě 
genů. Na obrázku 4-5 je možno vidět příklad grafu rozložení vzdáleností pro stopu vazebních míst 
transkripčního faktorů TATA-binding protein, který se vyskytuje obvykle v promotoru v blízkosti 
TATA-boxu, proto je jasně vidět daleko větší zastoupení v těsné blízkosti počátku genů oproti 
náhodné stopě. Funkce vrací seznam genů, u kterých se vyskytovaly elementy ze vstupní stopy do 
zadané maximální vzdálenosti. 
 
Obrázek 4-3: Porovnání rozložení vzdáleností od genů u stopy transkripčních faktorů TATA-binding protein a 
náhodné stopy 
K testu vzdálenosti patří také testování souvislostí seznamu získaných genů, vůči skupinám Gene 
ontology (GO) termů. Každý term v GO má k sobě přiřazenou skupinu genů, která s ním souvisí. 
Nás ovšem zajímá souvislost genů, které byly získány z funkce distance_analysis, s jednotlivými 
GO termy. Seznam genů souvisejících s daným termem je získán pomocí nástroje Biomart 
(konkrétně pomocí balíčku do R biomaRt, který slouží pro zasílání dotazů z prostředí R). Míra 
souvislosti je poté určena podle počtu genů, které se nachází současně v získaném seznamu a 
v seznamu získaného z funkce distance_analysis. V GO se nachází obrovské množství termů a 
nemá smysl testovat vůči všem. To jednak kvůli časové náročnosti, ale také hlavně proto, že GO je 
hierarchická stromová struktura a je jasné, že termy nacházející se v blízkosti kořenu stromu 
budou mít díky většímu počtu anotovaných genů lepší výsledek, než některý jejich podterm 
obsahující genů méně. Proto je zvolen typ testu, zachovávající tuto strukturu. Je zde 
implementována funkce GO_test, které se zadá seznam testovaných genů, hlavní GO_term, jehož 
podstrom chceme testovat a doména GO, která nás zajímá (Biological proces, Molecular function 
nebo Cellular component, viz. kapitola 2.5). Funkce poté testuje všechny přímé potomky 
zvoleného termu v hierarchii GO, nejlepší tři výsledky uloží a pokračuje s testováním potomků 
termu s nejlepším výskytem. Takto se postupně zanořuje až do zadané hloubky, dosažení listu 
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stromu nebo do doby, kdy se nachází v termech alespoň jeden související gen. Výsledný průchod 
stromem i s výsledky vždy nejlepších třech podtermů je poté uložen v tabulce.  
Přehlednější zobrazení pomocí grafu je možné přes funkci show_GO_results, která zobrazí 
výsledky jako sérii grafů, kdy je vidět, ke kterému rodičovskému termu se vztahují. Na obrázku  
4-6 můžete vidět právě graf vytvořený z výsledků testu pro TATA-binding protein. Test je 
proveden vůči hlavnímu termu domény Biological proces (GO:0008150), a to do zadané hloubky 
6. Z výsledků je patrné, že má nejspíše funkční spojitost s regulací buněčných procesů. Také je 
vidět, že čím jsou termy v rámci hierarchie Gene ontology hlouběji, tím specifičtěji jsou zaměřeny 
(číslo v závorce za daným termem a jeho názvem udává, kolik anotovaných genů k němu náleží). 
Je tedy na uživateli, aby při testování určité stopy sám rozhodl, do jaké míry ho testovaná stopa 
zajímá. 
 
 
Obrázek 4-4: Výsledek testů vůči GO termům u stopy transkripčních faktorů TATA-binding protein 
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Detekce překryvů (X,Y) 
Návrh: 
Zjišťujeme překryvy elementů stopy X, vůči elementům ve stopě Y. Analýzou množství překryvů 
můžeme určit, jak spolu stopy X a Y souvisí. Výsledky porovnáme s výsledky detekce překryvů 
stopy X s náhodně vygenerovanou stopou, čímž zjistíme, zda je souvislost stop X a Y nějak 
významná. V případě podobného množství překryvů u X vůči Y s X vůči náhodné stopě 
považujeme souvislost za nulovou. Pravděpodobnost, že spolu X a Y souvisí, roste se zvyšujícím 
se poměrem počtu překryvů X s Y vůči počtu překryvů X s náhodnou stopou.  
 
 
Obrázek 4-7: Detekce překryvů 
Realizace: 
Pro řešení problematiky překryvů dvou stop bylo využito již hotového řešení a to funkce z balíčku 
GenomicRanges [24] pro R. Konkrétně se jedná o funkci subsetByOverlaps, která vrací takovou 
podmnožinu z první stopy, která je v překryvu s elementy v druhé stopě. Umožní také pomocí 
volby “within“ získat pouze takové elementy z první stopy, které jsou v elementech druhé stopy 
plně obsaženy. Problematika překryvů je důležitá hlavně při řešení klasifikace stopy, kde se 
zjišťuje, do kterých náleží jednotlivé elementy. 
V některých případech nás může také zajímat, ve kterých genových elementech se nachází 
současně elementy ze dvou různých stop, proto byla ve výsledném nástroji implementována 
funkce get_genes_with_elements. Ta právě ze tří zadaných stop (stopa genových elementů, stopa 
elementů 1 a stopa elementů 2) zjistí podmnožinu genových elementů, ve kterých je plně obsažen 
alespoň jeden prvek ze stopy 1 a současně alespoň jeden prvek ze stopy 2. 
Klasifikace (X,Y) 
 
Obrázek 4-8: Klasifikace 
Návrh: 
Cílem je určit rozmístění všech elementů stopy X vůči stopě Y. V tomto případě budeme zkoumat, 
zda se nachází elementy stopy X v elementech stopy Y, případně vně. Speciálním případem je 
klasifikace vůči stopě genů, kde budeme zkoumat, zda se nachází v exonech, intronech, 
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promotorech nebo mezigenových oblastech. Za promotor bude považována určitá oblast před 
začátkem genu, jejíž přesná délka bude konfigurovatelná. Tyto výsledky opět porovnáme 
s výsledky klasifikace náhodně vygenerované stopy vůči genům případně stopě Y. Dle procenta 
zastoupení elementů stopy X v jednotlivých oblastech, můžeme upřesnit jejich funkci. Je třeba 
řešit problém, že prvek xi, neboli jeho interval, se může nacházet ve více než jedné oblasti. Proto je 
třeba upřesnit, která část se má brát jako primární pro klasifikaci – začátek, konec, případně ta, ve 
které má xi největší zastoupení. 
 
Realizace: 
Problém klasifikace stopy vůči druhé stopě je poměrně jednoduchý, stačí pouze určit, zda se 
elementy první stopy nachází uvnitř elementů stopy druhé, případně zda jsou mimo nebo v obou 
oblastech současně. Větší problém nastává při klasifikaci vůči genům, který je poměrně 
rozsáhlejšího charakteru a je třeba jej řešit ve více krocích. Nejprve je třeba vytvořit genovou 
klasifikační stopu ze stopy genů, neboli je potřeba vytvořit takovou stopu, která pokrývá celý 
rozsah chromozomu a pro každou jeho bázi dokáže jednoznačně určit, ve které třídě se nachází. 
Přičemž to může být jedna ze tříd: promotor, mezigenová oblast, intron nebo exon. Při určování 
těchto tříd je potřeba řešit několik problémů. Nejprve je určena oblast promotorů, tedy oblasti, 
která se nachází před geny, a to do zadané vzdálenosti. Promotory je třeba určit zvlášť pro geny na 
kladném a záporném vlákně, jelikož u genů na kladném vlákně jsou promotory oblasti zadané 
délky před startovní pozicí genu, zatímco u záporných je to oblast nacházející se za koncovou 
pozicí genu. Promotory by také neměly zasahovat do oblasti genu, který se nachází před nimi, 
proto je zadaná vzdálenost brána jako maximální a může být zkrácena koncovou pozicí 
předcházejícího genu na vlákně. Nyní je možné získat mezigenové oblasti, jako mezery 
nacházející se mezi stopou genů i s jejich přiřazenými promotory. Posledním problémem u 
vytváření genové klasifikační stopy je rozdělení genů na exony a introny. Ve výsledném nástroji 
jsou implementovány dvě funkce pro vytváření klasifikační stopy: 
build_gene_classification_track_BED a build_gene_classification_track_mart. 
 
číslo 
dekadicky 
číslo binárně 
Třída – stopa vůči 
genům eukaryot 
Třída – stopa vůči 
genům prokaryot 
Třída – stopa vůči 
druhé stopě 
1 1 Promotor Promotor Uvnitř 
2 10 Mezigenová oblast Mezigenová oblast Vně 
4 100 Exon Gen - 
8 1000 Intron - - 
Tabulka 4-1: Označení klasifikačních tříd 
Obě funkce se liší v získávání vstupních dat, první vytváří klasifikační stopu ze zadaného souboru 
ve formátu BED a druhá získává pozice z on-line nástroje Biomart. V BED formátu jsou 
zaznačeny pozice exonů ve dvou volitelných sloupcích, kde v prvním jsou zaznamenány jejich 
délky a ve druhém jsou offsety od začátku příslušného genu a jejich přesné pozice je tedy nutno 
dopočítat. Z nástroje Biomart je možné získat pozice exonů přímo. Ovšem pozice intronů nelze 
získat ani v jedné variantě, je tedy nutné je dopočítat jako mezery, které se nacházejí mezi exony 
příslušných genů. Je třeba také počítat s alternativním sestřihem, kde je více možností rozložení 
exonů v rámci jednoho genu a je třeba rozhodnout, jak brát oblast, která se vyskytuje v rámci 
jednoho transkriptu v exonu, ovšem v rámci druhého v intronu příslušného genu. U některých 
testů je potřeba, aby ve výsledné klasifikační stopě bylo u každé třídy zaznačeno, ke kterému genu 
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(ID genu nebo jeho transkriptu) se vztahuje. Tato operace je ovšem výpočetně poměrně náročná a 
je nabízena pouze u varianty z BED souboru. Ve výsledné klasifikační stopě, je poté zaznačeno, 
ke které třídě se daný interval vztahuje pomocí čísel, jejich přiřazení je zobrazeno v tabulce 4-1. 
Nyní, když je již vytvořena genová klasifikační stopa, je možno provést klasifikaci libovolné 
stopy vůči ní. K tomu slouží funkce classification, která postupně prochází elementy zadané 
vstupní stopy a hledá části klasifikační stopy, se kterými je v překryvu. U těchto částí bere v potaz 
identifikační čísla tříd, ve kterých se nachází. Všechna tato identifikační čísla všech různých tříd, 
ve kterých se nachází, se sečtou, čímž je získáno číslo od 1 do 15, přesně definující, ve kterých 
třídách se nachází (4 základní třídy + všechny jejich kombinace). Výsledné číslo se zaznačí 
k danému elementu ve stopě a vznikne tak oklasifikovaná stopa. Klasifikace bere v potaz vlákno, 
na kterém se element vyskytuje, v případě, že jej nemá zaznačeno, probíhá klasifikace vůči oběma 
vláknům současně, a to tak, že element bez zaznačeného vlákna je brán jako elementy dva - jeden 
na kladném vlákně a druhý na záporném vlákně. Pro lepší přehled, v jakých třídách se elementy 
testované stopy vyskytují, slouží funkce show_class_statistics, která na základě oklasifikované 
stopy zobrazí koláčový graf rozložení jednotlivých elementů ve všech třídách a jejich 
kombinacích, a současně také vypíše výskyt ve čtyřech základních třídách, kdy za výskyt je 
považována i kombinace tříd (např. u kombinace promotor+exon, se započítá výskyt jak do třídy 
promotor, tak do třídy exon). Příklad takového koláčového grafu pro oklasifikovanou stopu 
vazebních míst transkripčního faktoru TATA-binding protein, je možno vidět na obrázku 4-9. 
Stopa byla získána z nástroje UCSC Genome Browser, ze stopy SYDH TFBS, přičemž byla 
vybrána pouze místa s nejvyšším skóre (900-1000). Délka promotoru byla nastavena na 2000. 
Elementy na testované stopě neměly zaznačeno vlákno, na kterém se vyskytují, proto se analýza 
prováděla zvlášť pro kladné a záporné vlákno u všech elementů, a výsledky jsou proto lehce 
zkreslené. 
 
Obrázek 4-9: Rozložení elementů stopy transkripčních faktorů TATA-binding protein vůči genům 
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Obrázek 4-10: Rozložení elementů náhodné stopy vůči genům 
Velký počet výsledků u kombinovaných tříd je dán relativně nepřesnou pozicí dané stopy 
vazebních míst (průměrná šířka elementů v této stopě je více než 1000bp). U klasifikace je také 
využita práce s náhodnou stopou, která má stejný počet elementů o stejné šířce jako testovaná 
stopa, ale její pozice v rámci chromozómu jsou náhodné. Výsledky klasifikace náhodné stopy 
vytvořené vůči zmiňované stopě vazebních míst transkripčního faktoru TATA-binding protein 
jsou na obrázku 4-10. Náhodná stopa je také oklasifikována a výsledky klasifikace jsou porovnány 
s výsledky klasifikace vstupní stopy. K tomuto účelu slouží funkce get_significant_classes, 
porovnávající výskyty v jednotlivých třídách (promotor, mezigenová oblast, intron, exon) u 
testované stopy s náhodnou a vracející seznam právě těch tříd, u kterých se výskyt v rámci stop 
výrazně odlišuje. U zmiňovaného příkladu s vazebními místy transkripčního faktoru TATA-
binding protein dává následující výsledky: 
Poměr výskytu u zadané stopy vůči počtu výskytu u náhodné stopy: 
V promotoru:           16.9090909090909 
V mezigenové oblasti:  0.650621118012422 
V exonech:             6.46969696969697 
V intronech:           1.68199233716475 
Je vidět předpokládaná největší změna oproti náhodné stopě v oblasti promotorů, ale velký rozdíl 
je také v oblasti exonů, který je způsoben pravděpodobně přesahem klasifikovaných elementů 
TATA-binding protein, kvůli jejich velké šířce. Vrácený seznam významných tříd je vhodné 
využít např. ve funkci get_class_elements, sloužící k výběru pouze takové části oklasifikované 
stopy, která se alespoň částečně vyskytuje v jedné ze zadaných tříd. Výběr funguje na základě 
sloupce s klasifikovaným číslem skupiny tříd, do které patří, a na základě bitové masky se určí, 
zda patří do alespoň jedné z požadovaných tříd. 
Problém klasifikace se liší u eukaryot a prokaryot. Popisovaná část se zabývala eukaryoty. 
Jelikož prokaryota nemají v jejich genech obsaženy nekódující části, je u nich problém klasifikace 
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daleko jednodušší a elementy se dělí pouze na tři třídy (promotor, mezigenová oblast a gen) a 
jejich kombinace. U všech implementovaných funkcí, které se vztahují ke klasifikaci a byly zde 
popsány, je možno pracovat i s prokaryoty, nastavením argumentu prokaryotes na TRUE. 
4.3 Programovací jazyk R 
R je programovací jazyk a prostředí, který je určen pro statistickou analýzu dat a jejich grafické 
zobrazení [21]. Vychází z programovacího jazyka S, kterému je velmi podobný, oproti němu je 
ovšem pod svobodnou licencí. R poskytuje širokou škálu statistických a grafických technik jako jsou 
například lineární a nelineární modelování, klasické statistické testy, analýza časových řad, 
klasifikace, shlukování atd. Jeho největší výhoda tkví ovšem v jeho rozšiřitelnosti pomocí volitelných 
balíčků, dostupných například na CRAN (Comprehensive R Archive Network). Důvodem, proč byl 
tento programovací jazyk vybrán k implementaci nástroje trackAnalysis pro analýzu strukturních 
elementů DNA, je ovšem projekt bioconductor [22], který shromažďuje R balíčky určené pro práci 
s genomovými daty. Implementace některých částí je poté v tomto prostředí oproti jiným, byť 
známějším (C/C++, Java, Perl, …), výrazně jednodušší. 
R studio 
K vývoji nástroje pro analýzu DNA elementů bylo použito vývojového prostředí R studio [23]. Jedná 
se o uživatelsky příjemné integrované vývojové prostředí pro psaní R skriptů. Mezi jeho hlavní 
výhody patří volná dostupnost jako open source. Je rozděleno na 4 základní části, první slouží pro 
psaní zdrojového kódu, dále se zde nachází konsole, pracovní plocha zobrazující aktuálně načtené 
proměnné a poslední část slouží k prohlížení grafů, nápovědy a práci s R balíčky. Dokáže spouštět 
části R skriptů přímo z editoru, což bylo velmi užitečné při vývoji tohoto nástroje. 
Bioconductor 
Bioconductor [22] je open source projekt, který poskytuje nástroje pro analýzu objemných 
genomových dat. Byl zahájen v roce 2001 týmem Freda Hutchinsona z centra pro výzkum rakoviny. 
Bioconductor je založen především na zmiňovaném programovacím jazyce R, kde vychází ve formě 
R balíčků. Může ovšem obsahovat příspěvky i v jiných programovacích jazycích. Mezi hlavní cíle 
projektu bioconductor patří: 
 Zajistit přístup k celé řadě výkonných statistických a grafických metod pro analýzu 
genomických dat. 
 Usnadnění zařazení biologických metadat v analýze genomických dat. 
 Poskytnout společnou platformu, která umožní rychlý vývoj softwaru. 
 Rozšíření vědeckého poznání poskytnutím kvalitní dokumentace k jednotlivým balíčkům. 
 Školit výzkumné pracovníky na výpočetních a statistických metodách pro analýzu 
genomických dat. 
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Použité balíčky 
Implementovaný nástroj potřebuje mít ke svému správnému běhu v prostředí R mimo základních 
funkcí nainstalovány ještě tyto rozšiřující balíčky: 
 
GenomicRanges [24] – tento R balíček je v problematice zpracování genomových stop zcela zásadní. 
Obsahuje třídu GRanges určenou právě k reprezentaci jednotlivých stop ve formě objektů. GRanges 
představuje kolekci genomových stop, kde u každé ukládá počáteční a koncovou pozici v rámci 
genomu, chromozom, na kterém se nachází a orientaci vlákna. Dále je možné k jednotlivým stopám 
přiřadit libovolné množství dalších volitelných parametrů. Balíček dále obsahuje základní genomové 
operace, které je možné nad třídou GRanges provádět, jako například získání stop překryvů, získání 
stop mezer, jejich průnik apod. 
 
Rtracklayer [25] – bioconductor R balíček sloužící hlavně k importu a exportu ze souborů a online 
databází (např. UCSC). V tomto projektu je použit primárně pro načtení genomových stop, které jsou 
poté představovány jako GRanges objekt a je možno je v prostředí R dále zpracovávat. 
 
biomaRt [26] – BioMart je volně dostupný, open source databázový systém. Je možné jej využít 
k dolování biologických dat, zejména ohledně informací o genech a genové expresi. Bioconductor R 
balíček biomaRt poskytuje přístup ke službě BioMart přímo v prostředí R, kde je poté možno 
dolovanými daty pracovat. V této práci je využit například pro získání genů náležících k jednotlivým 
Gene Ontology termům 
 
GO.db [27] – balíček z Bioconductor, určený pro práci s Gene ontology. Obsahuje v sobě kompletní 
ontologii, kterou je pomocí něj možno procházet. O daných termech je možno zjišťovat jeho ID, 
název, definici atd., případně získat rodiče nebo potomky daného termu v rámci ontologie. 
 
Bitops [28] – balíček, který rozšiřuje R o bitové operace. Ty jsou využívány zejména u klasifikace, 
kde jsou hlavní třídy, ve kterých se daný element nachází zjišťovány pomocí bitové masky. 
 
ggplot2 [29] – jedná se o pokročilý vykreslovací systém pro R. Je implementován pomocí Leland 
Wilkinsonovy grafové gramatiky – obecné schéma pro vizualizaci dat, které rozdělí váhy do 
sémantických prvků, jako jsou měřítka, vrstvy, legendy apod. Tento balíček je použit pro zobrazení 
grafu rozložení náhodné a testované stopy a také k vykreslení výsledků testu skupiny genů vůči Gene 
ontology termům. 
4.4 Detaily implementace 
Vytvořený nástroj pro analýzu strukturních elementů DNA je implementován, jako rozšiřující balíček 
do prostředí R je navržen tak, aby jeho použití bylo co možná nejuniverzálnější, proto také většina 
funkcí pracuje s objekty typu GRanges. 
Datové typy pro práci se stopami 
Všechny zde zmíněné datové typy jsou ve formátu GRanges definovaného v balíčku GenomicRanges 
[24] a jejich definice se liší hlavně v použití rozšířených parametrů, mezi takto navržené datové typy 
do nástroje trackAnalysis patří: 
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Stopa Elementů track: 
Jedná se o základní datový typ pro vyjádření stopy jako takové. Jedná se o seznam elementů na 
stopě, kde každý element je definován jako čtveřice chromozóm, start pozice, stop pozice a 
orientace vlákna na kterém se nachází.  
Klasifikační stopa tříd gene_class_track: 
Tento datový typ je určen pro vytvoření klasifikační stopy vůči genům. Tato stopa je rozdělená na 
intervaly a každému intervalu v celém rozsahu stopy je navíc přiřazena i třída, do které interval 
spadá, a také identifikátor genu, ke kterému daný interval spadá. Je tedy definována jako šestice 
chromozóm, start pozice, stop pozice, orientace, třída a ID genu. 
Klasifikovaná stopa elementů class_track: 
Typ určený pro uložení stop, které prošly klasifikací. Stejně jako u typu track se jedná o seznam 
elementů na stopě a navíc informaci o tom, do kterých tříd daný element patří. Jedná se o pětici 
chromozóm, start pozice, stop pozice, orientace a bitová maska jednotlivých tříd. 
Stopa průniků elementů s geny intersection_track: 
Jedná se o datový typ určený pro uložení výsledku současného průniku dvou stop s určitými 
genovými elementy. Ve výsledné stopě se potom nachází elementy z obou stop, které byly současně 
v průniku, a také genové elementy, ve kterých tento průnik nastal. Jedná se o sedmici chromozóm, 
start pozice, stop pozice, orientace, ID náležícího genu, třída (tyto dvě položky jsou důležité pouze u 
genových elementů) a typ elementu, neboli ze které stopy pochází. 
Implementované funkce 
is_random (track, type="start", alpha=0.05) 
Slouží k určení, zda má zadaná stopa track náhodné rozložení. Náhodnost tohoto rozložení je 
testována pomocí Kolmogorov-Smirnovova testu dobré shody, kde se porovná rozložení zadané 
stopy vůči rovnoměrnému rozložení a z výsledků se určí na zadané hladině významnosti alpha  (v 
případě nezadání je pracováno s hodnotou α=0,05 tj. 5%), zda má stopa charakter náhodné veličiny 
či nikoliv. K výsledku je přiložen i graf znázorňující obě rozložení. 
build_gene_classification_track_BED(filename,promotor_length, 
prokaryotes=FALSE) 
build_gene_classification_track_mart(mart,chromosome,promotor_length
,prokaryotes=FALSE) 
Vytvoří klasifikační stopu vůči genům typu gene_class_track. Ze zadané stopy genů a zvolené 
délky promotoru vytvoří novou stopu, která kompletně pokrývá celou oblast, tudíž pro každý bod je 
možno určit, zda se nachází v promotoru, intronu, exonu nebo mezigenové oblasti. V případě, že se 
jedná o prokaryota (parametr prokaryotes), probíhá klasifikace pouze na tři třídy – promotor, gen a 
mezigenová oblast, jelikož geny prokaryot neobsahují introny. Výsledná klasifikační stopa je ve 
formátu GRanges, kde jsou vyplněné 4 základní povinná pole (chromozóm, start, stop a orientace) a 
dvě volitelná pole:  
name – zde je uvedeno jméno transkriptu genu, ke kterému se daný element vztahuje, v případě 
mezigenové oblasti je zde pouze řetězec „intergene“, jelikož nemají vazbu k žádnému genu. 
classification – zde je pomocí čísla uvedeno o jaký element se jedná (1 - promotor, 2 - mezigenová 
oblast, 4 - intron, 8 - exon). Toto značení je zvoleno z důvodu možné klasifikace intervalů, kde se 
poté pomocí bitové masky může snadno určit, ve kterých všech třídách se daný interval vyskytuje. 
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Varianta build_gene_classification_track_BED vytváří klasifikační stopu ze souboru formátu BED 
a build_gene_classification_track_mart jí vytváří přímo z online nástroje Biomart. Varianta z BED 
souboru je komplexnější a umí přiřadit ID transkriptu i k intronům, od čehož bylo u varianty 
Biomart nakonec upuštěno, kvůli velké časové náročnosti při komunikaci se serverem Biomart. 
build_classification_track(track) 
Ze stopy track vytvoří klasifikační stopu vůči běžné stopě. Oproti klasifikační stopě vůči genům 
jsou zde pouze dvě třídy (uvnitř stopy a vně stopy). 
classification (track, ClassTrack) 
Na základě zadané klasifikační stopy, která byla získána z funkce build_classification_track nebo 
build_gene_classification_track_[BED/mart], provede klasifikaci všech elementů v zadané stopě 
track. Oklasifikovaná stopa je opět ve formátu GRanges se čtyřmi základními poli a volitelným 
polem classification, to nabývá hodnot 1-15, které je získáno jako součet všech klasifikačních čísel 
z klasifikační stopy, ve kterých se daný element nachází. Pomocí bitových operací je poté možno 
jednoznačně určit všechny skupiny, ve kterých se nachází. 
show_class_statistics (classTrack, prokaryotes=FALSE, gene=TRUE) 
Na základě oklasifikované stopy získané z funkce classification zobrazí koláčový graf odpovídající 
rozdělení elementů do jednotlivých tříd, včetně jejich kombinací, celkově tedy 15 tříd u eukaryot, 7 
tříd u prokaryot a tři třídy u klasifikace vůči klasické stopě. Funkce také zjišťuje počet elementů, 
které se nacházejí (i částečně) v promotorech, mezigenových oblastech, intronech a exonech. 
get_significant_classes (classTrack, GeneClassTrack, threshold, 
prokaryotes=FALSE) 
Ověří zastoupení elementů v jednotlivých třídách a vybere ty, které vykazují odchylku oproti 
náhodně klasifikované stopě. Míra odchylky je určena parametrem threshold, který určuje, 
kolikanásobně se musí počet výskytů v dané třídě u testované stopy lišit oproti náhodné stopě, aby 
byla tato třída brána jako významná. Pomocí koláčového grafu je znázorněno rozdělení do tříd 
testované stopy a náhodné stopy.  
get_class_elements (classTrack, classes, prokaryotes=FALSE) 
Ze vstupní stopy classTrack oklasifikované pomocí funkce classification vybere pouze 
ty elementy, které spadají do některé z požadovaných tříd (případně jejich kombinací) a vytvoří 
z nich novou stopu. 
distance_analysis (G, track, maxDistance, type="start", track2=NULL, 
gene=TRUE) 
Provede analýzu vzdálenosti elementů ve stopě track vůči začátkům nebo koncům elementů stopy 
G. Porovná rozložení elementů nacházejících se do určité maximální vzdálenosti maxDistance od 
elementů stopy G s rozložením prvků náhodné stopy vůči stejné stopě G nebo vůči rozložení druhé 
zadané stopy track2. Obě tato rozložení jsou navzájem znázorněna ve formě grafu. V případě, že je 
prováděna analýza vzdálenosti vůči genům, musí být ve stopě G daná stopa genů a parametr gene 
nastaven na TRUE. Funkce poté vrací seznam genů, u kterých se nachází právě elementy do zadané 
maximální vzdálenosti. Případně, pokud se jedná o analýzu vůči klasické stopě, je vracen prázdný 
řetězec. 
genesCount (mart, GO, Genes) 
Pomocí služby BioMart spočítá, kolik ze zadaného seznamu genů Genes je anotováno pod Gene 
ontology termem GO. 
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related_GO_terms (Genes, mart, main_term, ontology) 
Ze zadaného kořenového GO termu, který uživatel zadá main_term, zjistí jeho potomky v rámci 
struktury Gene ontology a u všech otestuje počet anotovaných genů ze zadaného seznamu pomocí 
funkce genesCount. Hlavní doména Gene ontology, se kterou bude funkce pracovat, je určena 
parametrem ontology, kde v případě zadání “BP“ bude pracovat s množinou Biological proces, 
v případě “MF“ Molecular function a nebo “CC“ pro Cellular component. 
GO_test (Genes, mart, ontology, main_term, max_depth=100) 
Provede test vůči skupinám termů z Gene ontology. Mějme seznam ID genů genes, libovolný term 
z GO, který má být zkoumán main_term, a část ontologie, ve které se nachází ontology (Biological 
proces, molecular function nebo Cellular component). Nejprve se vezmou potomci zkoumaného 
termu, otestují se na shodné geny a podle výskytu se seřadí. Tři nejlepší se uloží do výsledné 
tabulky. U termu s nejlepším výskytem se pokračuje v zanořování a testování jeho potomků. Takto 
se funkce zanořuje do specifičtějších termů do doby, než narazí na term bez potomků, případně než 
se dostane na zadanou maximální hloubku zanoření max_depth. 
show_GO_test_results (GO_results_table) 
Slouží k zobrazení výsledků z GO_test v podobě pruhových grafů, udávajících výskyt genů ve 
skupinách GO. 
cluster_track (track, quote, minCluster) 
Vytvoří stopu shluků ze zadané vstupní stopy track. Za shluk jsou považovány ty stopy, které se od 
sebe nacházejí do určité zadané maximální vzdálenosti quote. Do výsledné stopy jsou ukládány 
pouze ty shluky, u kterých je počet prvků větší nebo roven zadané hodnotě minCluster.  
cluster_track_stranded (track, quote, minCluster) 
Pracuje stejně jako cluster_track, ale bere v potaz orientaci elementů ve stopě. Shluky tedy vytváří 
pouze na stejném vlákně DNA. 
show_cluster_statistics (track) 
Slouží k zobrazení statistik o stopě shluků, kterou jsme získali pomocí funkcí cluster_track nebo 
cluster_track_stranded. 
load_gene_mart (mart, chromosome) 
Získá stopu genů ve formátu GRanges z nástroje Biomart na požadovaném chromozómu. 
get_random_track (track) 
Slouží k získání náhodné stopy ve formátu GRanges. Vytvoří takovou náhodnou stopu, která bude 
mís stejný počet elementů o stejné délce jako vstupní stopa, ale její pozice v rámci chromozómu 
budou rozloženy náhodně. 
get_genes_with_elements (G, elem1, elem2) 
Hledá takové genové elementy (promotor, intron, exon), ve kterých se současně nachází alespoň 
jeden element ze stopy elem1 a alespoň jeden prvek ze stopy elem2. Vytvoří novou stopu, ve které 
se nachází podmnožina elementů ze stop elem1 a elem2 a podmnožina genových elementů, jedná se 
tedy pouze o ty prvky, které mají současný výskyt a genové elementy, ve kterých nastává. Výsledná 
GRanges stopa má dva volitelné parametry type a name. Sloupec type udává, ze které ze tří 
vstupních stop daný element pochází, a ve sloupci name se u genových elementů nachází název 
genu, ke kterému se vztahuje. 
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5 Experimentální ohodnocení 
V této kapitole jsou popsány průběhy a výsledky tří testů sloužící k demonstraci schopností 
implementovaného nástroje trackAnalysis a také k ověření jeho správné funkčnosti na reálných 
datech. První a třetí test se snaží o prezentaci jeho funkčnosti na sadě dobře prozkoumaných dat, kde 
je snaha dojít k již dříve ověřeným výsledkům. V rámci druhého testu je naopak ukazována práce 
s daty, u kterých žádné takovéto výsledky nejsou, a cílem je dozvědět se o těchto datech něco nového. 
Zdrojové kódy všech testů se nacházejí v příloze 2 na konci dokumentu. Případně jsou umístěny i na 
přiloženém DVD ve složce Testy/název_testu/SRC. 
5.1 První test: Transkripční faktor PAX3 
První test byl zaměřen na stopu transkripčních faktorů PAX3 a zkoumání jejich pravděpodobné 
funkce na základě genů, u kterých se nachází a jejich otestování v rámci struktury Gene ontology. 
PAX3 patří do skupiny genů PAX (Paired box), která hraje důležitou roli při tvorbě tkání a orgánů 
během embryonálního vývoje. Navázáním na kritické oblasti DNA, pomáhají PAX proteiny 
kontrolovat aktivitu jednotlivých genů, na základě těchto akcí jsou PAX proteiny nazývány 
transkripčnímu faktory [30]. 
Transkripční faktory PAX3 řídí činnosti genů, které tvoří specializované tkáně nebo buněčné 
typy, jako jsou nervové tkáně, kosti v oblasti obličeje a lebky a pigment-produkující buňky zvané 
melanocyty. Ty produkují pigment melanin, který přispívá k určení barvy vlasů, očí a kůže. 
Melanocyty můžeme také najít v některých oblastech mozku a vnitřního ucha. PAX3 transkripční 
faktory jsou také nezbytné pro tvorbu svalové tkáně v raném vývoji. Mutací v genu PAX3, která 
způsobí omezení možnosti vazby PAX3 proteinů na DNA, v jejímž důsledku nemůže kontrolovat 
aktivitu jiných genů, může způsobit Waardenburgův syndrom nebo syndrom Kraniofaciální-hluchoty 
ruky [30]. 
Test vůči skupinám genů Gene ontology 
Tento test je zaměřen na zjišťování pravděpodobné funkce transkripčních faktorů v případě, že jsou 
známy jejich pozice. Je prováděn se stopou dobře prozkoumaných transkripčních faktorů PAX3, aby 
bylo možno ověřit správnou funkčnost vytvořeného nástroje trackAnalysis. Je pracováno pouze 
s elementy nacházejícími se na prvním chromozómu v genomu člověka (hg19). Nejprve bylo potřeba 
získat stopu transkripčních faktorů PAX3 v prvním chromozómu, ta byla získána za pomocí nástroje 
UCSC Genome browser [19] ve formátu BED a pomocí funkce import z balíčku Rtracklayer [25] 
převedena do R objektu typu GRanges [24], se kterými již implementovaný nástroj TrackAnalysis 
umí pracovat. Dále bylo potřeba získat stopu genů nacházejících se v prvním chromozómu, k čemuž 
posloužila funkce load_gene_mart, načítající tyto pozice i s příslušnými názvy genů z nástroje 
biomaRt [26]. Nyní, když jsou načteny obě potřebné vstupní stopy, může začít samotný test: 
1. Ověří se náhodnost stopy PAX3, aby bylo vidět, zda má smysl v testu pokračovat pomocí 
funkce is_random. Výsledkem bylo, že její rozložení náhodné není (viz. obrázek 5-1), má 
tedy smysl pokračovat dále.  
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Obrázek 5-1: Rozložení stopy TF PAX3 na chromozómu 1 
2. Ze stopy genů se vytvoří klasifikační stopa vůči genům, pomocí níž jsou poté oklasifikovány 
všechny elementy stopy PAX3, délka promotoru byla nastavena na 2000 bází. Dále byly 
zjištěny významné třídy, neboli takové třídy, kde je největší rozdíl ve výskytu u stopy PAX3 
a náhodné stopy. Bylo dosaženo následujících výsledků: 
Poměr výskytu u zadané stopy vůči počtu výskytů u náhodné 
stopy: 
V promotoru:            2.68421052631579 
V mezigenové oblasti:   0.873224043715847 
V exonech:              9.18518518518519 
V intronech:            0.699140401146132 
 
Obrázek 5-2: Rozdělení elementů do tříd u PAX3 (vlevo) a náhodné stopy (vpravo) 
Jednotlivá čísla udávají poměr výskytu v obou stopách. Je vidět, že zajímavé výsledky dávají 
oblasti promotoru a exonu. Proto byly ze stopy PAX3 vytaženy pouze ty elementy, které se 
vyskytují alespoň částečně v oblastech promotoru nebo exonu a z nich byl získán seznam 
genů, nacházející se v blízkosti těchto elementů. 
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3. Získaný seznam genů z bodu 2 byl otestován vzhledem ke skupinám genů Gene ontology, se 
zaměřením na term - multicellular organismal proces (GO:0032501) a všechny jeho 
potomky. Tento test získá vždy tři nejlepší výsledky z přímých potomků daného 
termu a dále pokračuje testováním přímých potomků termu s nejlepším výskytem a 
takto až do zadané hloubky. Geny získané ze stopy PAX3 byly otestovány do 
hloubky 4 a konečné výsledky jsou vidět na obrázku 5-3. 
 
Obrázek 5-3: Výsledky testu TF PAX3 vůči skupinám genů Gene ontology 
Z výsledků je patrná jasná funkce PAX3 při vývoji organismu, což je jeho hlavní úloha a jako 
výsledek v nejvyšší úrovni testu tedy plně odpovídá. Je vidět, že i v dalších specifičtějších nižších 
úrovní hierarchie Gene ontology odpovídají výsledky testu tomu, které jsou o PAX3 známy. 
Například souvislost s embryonálním vývojem ve druhé úrovni, ve třetí je to vývoj orgánů a 
nervového systému. Ale i vývoj mozku a svalů objevující se v nejnižší testované úrovni stále 
odpovídá funkcím, které byly u PAX3 ověřeny. Výsledky tedy odpovídají popisu, který byl zmíněn 
v kapitole 5.1, což nás vede k domnění, že implementovaný nástroj trackAnalysis a konkrétně jeho 
součást pro testování vůči skupinám genů Gene ontology má reálné využití a dokáže nás při jeho 
použití správně nasměrovat. 
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5.2 Druhý test: Triplexy a p53con 
Druhý test byl zaměřen na vazební místa proteinu p53 nazývané p53con a pozice triplexů. Cílem bylo 
nalézt taková místa promotorů a intronů v genomu člověka, ve kterých se vyskytují současně jak 
elementy p53con, tak i elementy triplexů. Konkrétně nás zajímal počet genů, v jejichž promotorech 
nebo intronech se tak děje, a seznam jejich názvů. Pozice triplexů byly získány pomocí nástroje 
triplex [31], kde byly brány v úvahu pouze ty triplexy, jejichž skóre bylo alespoň 30. Dále byly 
získány predikované pozice vazby proteinu p53. R objekty obsahující pozice triplexu a p53con, jsou 
umístěny na přiloženém DVD ve složce Testy/p53conTriplex/WD. 
Získávání genů 
První část druhého testu se zabývá získáním seznamu genů z celého genomu člověka, které mají ve 
svém promotoru nebo intronu současně výskyt predikovaných elementů p53con a triplexu zároveň. 
Tento test probíhal postupně po jednotlivých chromozomech, kde seznam výsledných genů byl 
postupně přičítán. Nejprve je vždy načtena stopa p53con a stopa triplexů, která je poté ještě 
zredukována pouze na elementy s minimálním skóre predikce 30. Dále je načtena stopa genů daného 
chromozomu, ze které je vytvořena genová klasifikační stopa pomocí funkce 
build_gene_classification_track_BED se zadanou délkou promotoru 2500bp. Ta je poté zredukována 
pouze na části promotorů a intronů, pomocí funkce get_class_elements, které nás v tomto testu 
zajímají. Nyní je již možno přes funkci get_genes_with_elements získat pouze ty promotory a introny, 
ve kterých se nacházejí oba testované elementy p53con a triplex. Z této stopy jsou poté ze sloupce 
name vytáhnuty transkripty, ke kterým se vážou a pomocí nástroje biomaRt je z nich získán seznam 
požadovaných genů v daném chromozómu. Takto byly získány všechny požadované geny ze všech 
chromozómů genomu člověka, ve kterých byly nalezeny elementy p53con a triplex. Celkem jich je 
6598 a jejich výpis je umístěn ve složce Testy/p53conTriplex/Results na přiloženém 
DVD. Celkově bylo dosaženo těchto výsledků: 
Celkový počet získaných promotorů a intronů: 27323 
Ty odpovídají počtu genů:                    6598 
Počet elementů p53con:                       39544 
Počet elementů triplexů:                     88640 
Dále byly ještě porovnány vzdálenosti stop p53con a triplexů, vůči začátku a konci jednotlivých 
genových elementů (promotory a introny) pomocí testu vzdálenosti, výsledky jsou vidět na obrázku 
5-4. Porovnávají se jejich vzdálenosti od začátku nebo konce promotorů a intronů, v nichž jsou 
umístěny. Tato rozložení jsou si velmi podobná, ovšem je vidět mírná tendence elementů p53con (na 
grafech červeně) vyskytovat se blíže jak k začátku (graf vlevo), tak ke konci (graf vpravo) genových 
elementů. Přitom u koncových pozic je tento jev markantnější.  
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Obrázek 5-4: Porovnání rozložení vzdálenosti stop p53con (červená) a triplexů (modrá) vůči jejich pozici v intronu a 
promotoru. Vlevo porovnáme k jejich začátku a vpravo k jejich konci 
Porovnání s výsledky s náhodnými stopami 
Z těchto výsledků se toho ovšem příliš zjistit nedá, a proto je třeba ještě provést celý popsaný test 
znovu, ovšem tentokrát s náhodnými pozicemi místo stop p53con a triplexů. K tomuto účelu stačí 
v testovém programu nastavit proměnou random na TRUE. Po provedení takového testu s náhodnými 
stopami bylo dosaženo následujících výsledků: 
Celkový počet získaných promotorů a intronů: 38190 
Ty odpovídají počtu genů:                    8491 
Počet elementů p53con:                       44384 
Počet elementů triplexů:                     82355 
Při porovnání obou výsledků je vidět, že test při použití náhodných stop dává dokonce ještě vyšší 
výsledky výskytu, než při použití stop p53con a triplexů. Na základě toho lze vyloučit, že dané dvě 
stopy mají tendenci nacházet se společně v oblastech promotorů a intronů a jejich spojitost je tedy 
nejspíše pouze náhodná. Jako zajímavý částečný výsledek by se mohl jevit větší počet elementů 
triplexů oproti náhodnému testu, přestože jim odpovídá asi o 30% menší počet promotorů a intronů, 
ve kterých se vyskytují.  
5.3 Třetí test: Shlukování Transkripčního 
faktoru SP1 
Předmětem tohoto posledního testu bylo ukázat práci se shlukovou analýzou na příkladu 
transkripčního faktoru SP1, o kterém je známo, že má tendenci vyskytovat se ve shlucích. Tuto 
schopnost je možno ověřit pomocí detekce shluků u stopy SP1 a jejich porovnáním vůči výsledkům 
detekce shluků u náhodné stopy. 
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Test pomocí shlukové analýzy 
Nejprve bylo potřeba získat stopu transkripčních faktorů SP1, konkrétně na prvním chromozómu 
genomu člověka (hg19), k tomu posloužil nástroj UCSC Genome browser [19], kde byly vytaženy ze 
stopy Txn factor ChIP, jedná se tedy pouze o experimentálně ověřené pozice SP1. Tuto stopu je poté 
třeba převést ze souboru ve formátu BED do R objektu typu GRanges, pomocí funkce import 
z nástroje Rtracklayer [25]. Nyní je se stopou SP1 v prostředí R možné pracovat s implementovaným 
nástrojem trackAnalysis. Nejprve bylo potřeba vygenerovat náhodnou stopu, která má stejný počet 
elementů o stejných délkách jako stopa SP1, ovšem jejich pozice v rámci chromozómu jsou rozloženy 
náhodně. Poté již byly vytvořeny stopy shluků jak ze stopy SP1, tak ze stopy náhodné. Funkce pro 
vytvořené stopy shluků byla spuštěna s následujícími parametry: maximální mezera mezi elementy 
v rámci jednoho shluku 10000bp a minimální počet elementů v rámci shluku 3. Vypsáním statistik o 
shlucích na stopě SP1 bylo dosaženo následujících informací: 
Statistiky shluků u testované stopy: 
Počet shluků:                       291 
Velikost největšího shluku:         14 
Velikost nejmenšího shluku:         3 
Průměrná velikost shluků:           3.75945017182131 
Celkový počet elementů ve shlucích: 1094 
Délka nejdelšího shluku:            43668 
Délka nejkratšího shluku:           889 
Průměrná délka shluků:              10506.2989690722 
Oproti tomu statistiky shluků u náhodné stopy měly následující podobu: 
Statistiky shluků u testované stopy: 
Počet shluků:                       50 
Velikost největšího shluku:         6 
Velikost nejmenšího shluku:         3 
Průměrná velikost shluků:           3.18 
Celkový počet elementů ve shlucích: 159 
Délka nejdelšího shluku:            25283 
Délka nejkratšího shluku:           1973 
Průměrná délka shluků:              11591.46 
 
Obrázek 5-5: Histogramy délek shluků u SP1 (vlevo) a náhodné stopy (vpravo) 
 39 
Z porovnání těchto výsledků je jasně zřetelná daleko větší tendence výskytu ve shlucích u stopy SP1 
než u stopy náhodné. Celkový počet elementů ve stopě SP1 je 3397 a z výsledku je možné vidět, že 
1094 z nich se nachází v některém se shluků, což je cca. 32,2%. To je oproti 4,68% výskytu u 
náhodné stopy poměrně razantní nárůst a byl tím ověřen fakt zmiňovaný v úvodu testu, že 
transkripční faktory sp1 mají tendenci vyskytovat se ve shlucích. 
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6 Závěr 
V rámci této diplomové práce byl čtenář seznámen se základními principy molekulární biologie a 
také s některými metodami statistiky, které je potřeba znát pro pochopení principů a správný návrh 
nástroje na analýzu strukturních elementů DNA. Ten byl navržen tak, aby přinášel pokročilejší 
analýzy oproti zmíněným existujícím nástrojům BEDTools a UCSC Genome Browser a nakonec i 
implementován jako rozšiřující balíček do prostředí R, po vzoru projektu Bioconductor. Výsledný 
nástroj trackAnalysis se zaměřoval na 5 druhů analýz, jimiž byly test náhodnosti, test vzdálenosti, 
klasifikace stopy vůči genům a shluková analýza. Nejrozsáhlejší problémy se ve výsledku ukázaly u 
klasifikace a testu vzdálenosti, který se zabýval i porovnáváním se skupinami termů z Gene ontology, 
proto jim byla věnována také větší část práce, než u zbylých třech analýz. 
Seznámení se se základními principy molekulární biologie a způsoby uložení informace 
v DNA sekvencích bylo popsáno v kapitole 2. Existující nástroje pro analýzu a vizualizaci 
strukturních elementů DNA v rámci genomu byly zmíněny v kapitole 3. Návrh nástroje trackAnalysis 
pro analýzu strukturních elementů DNA je popsán v kapitole 4. Implementace tohoto nástroje 
v jazyce R je popsána také v kapitole 4 a ověřením jeho funkčnosti na reálných datech se zabývá 
kapitola 5. 
 Výsledný nástroj byl vyvíjen s ohledem na možnost jeho využití s co největší škálou různých 
biologických dat. Také byla snaha o jeho optimalizaci, ovšem přesto mohou trvat některé operace i 
několik minut, např. u testu se skupinami termů z Gene ontology, kde je rychlost závislá hlavně na 
komunikaci se serverem Biomart, ze kterého je získáváno velké množství dat, a výsledná rychlost je 
spojena i s aktuální vytíženosti serveru. Na základě popsaných testů je vidět, že nástroj je plně 
schopen práce s různou sadou genomových dat a bylo by možné i jeho nasazení v praxi. 
 Z pohledu dalšího vývoje se nabízí potřeba provedení rozsáhlejší optimalizace, kvůli 
případnému zkrácení času nutného pro běh některých operací. Případně možnost nástroj rozšířit o 
další sadu analýz a rozšířit funkčnost stávajících. Do budoucna se také nabízí možnost umístění 
nástroje trackAnalysis na CRAN nebo Bioconductor, aby byl přístupný široké veřejnosti. 
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Příloha 1 
Zdrojové kódy užité na test nástroje trackAnalysis: 
Test č. 1: Transkripční faktor PAX3 
setwd("D:\\Testy\\PAX3\\WD") 
# Načtení vytvořeného balíčku s nástrojem 
library(trackAnalysis) 
# Nastavení spojení s Biomartem, použití lidského genomu 
mart<-useMart(biomart="ensembl", dataset = "hsapiens_gene_ensembl") 
# Načtení stopy TF PAX3 ze souboru  
track <- import("pax3.bed", asRangedData=FALSE) 
# Načtení stopy genů prvního chromozómu 
G <- load_gene_mart(mart, "1") 
# Zjištění zda má stopa PAX3 náhodné rozložení 
if (!is_random(track)) { 
  promotor_length <- 2000 
  # Vytvoření genové klasifikační stopy s délkou promotoru 2000 
  GeneClassTrack<-build_gene_classification_track_mart                                                                                                                             
(mart, "1", promotor_length) 
  # klasifikace stopy PAX3 pomocí vytvořené klasifikační stopy 
  classTrack <- classification(track, GeneClassTrack) 
  # Zobrazení výsledků klasifikace ve formě koláčového grafu 
  show_class_statistics(classTrack) 
  # Získání významných tříd  
  classes <- get_significant_classes(classTrack, GeneClassTrack, 2) 
  # Redukce PAX3 pouze na elem. nacházející se ve významných třídách 
  signClassTrack <- get_class_elements(classTrack, classes) 
  # Analýza vzdálenosti, získání souvisejících transkriptů genů 
  genes <- distance_analysis(G, signClassTrack, 100000) 
  # Test vůči podskupině GO na term multicellular organismal proces  
  results_tableBP<-GO_test(genes, mart, "BP", "GO:0032501", 6) 
  # Zobrazení výsledků 
  show_GO_test_results (results_tableBP) 
} 
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Test č. 2: Triplexy a p53con 
setwd("D:\\Testy\\p53conTriplex\\WD") 
# Načtení vytvořeného balíčku s nástrojem 
library(trackAnalysis) 
library(triplex) 
random <- FALSE #v případě TRUE proběhne test s náhodnýma stopama 
promotorLength <- 2500 
# Nastavení spojení s Biomartem, použití lidského genomu 
mart<-useMart(biomart="ensembl", dataset = "hsapiens_gene_ensembl") 
resGenes <- c() 
resTrack <- GRanges() 
#test probíhá postupně po jednotlivých chromozómech 
for(i in c(c(1:21),"X","Y")) { 
  tmp_env <- new.env() 
  #načtení uložených R obj. pro triplexy a p53con v daném chromozómu  
  load(file=paste("tc",i,".R", sep=""), envir = tmp_env) 
  load(file=paste("p53c",i,".R", sep=""), envir = tmp_env) 
  tc <- get(paste("tc",i, sep=""), envir = tmp_env)  
  p53c <- get(paste("p53c",i, sep=""), envir = tmp_env) 
  #redukce triplexů pouze na ty se skóre 30 a vyšším 
  tcReduced <- tc[score(tc)>=30,] 
  #uvolnění načtených objektů z paměti 
  rm(tmp_env)  
  #vytvoření genové klasifikační stopy z BED souboru 
  GeneClassTrack<-build_gene_classification_track_BED 
(paste("genesChr",i,".bed", sep=""), promotorLength) 
  #vytáhneme z ní pouze elementy promotorů a intronů 
  geneReducedTrack<-get_class_elements(GeneClassTrack, c("promotor", 
"intron")) 
  #vytvoření stopy triplexů jako GRanges objekt 
  Triplex <- GRanges(seqnames=paste("chr",i,sep=""),ranges=IRanges( 
start=start(tcReduced),width=width(tcReduced)), 
    strand=strand(tcReduced)) 
  #vytvoření stopy p53con jako GRanges objekt 
  p53 <- GRanges(seqnames = paste("chr", i, sep=""),ranges=IRanges( 
start=start(p53c), end=end(p53c)), strand="*") 
  #v případě náhodného testu, převede stopy na jejich náhodné ekv. 
  if(random) { 
    triplex <- get_random_track(triplex) 
    p53 <- get_random_track(p53) 
  } 
  #získání stopy průniků, obsahující podmnožinu p53, triplexů a 
genových elementů 
  resultTrack<-get_genes_with_elements(geneReducedTrack,p53,triplex) 
  #z prom. a intronů na výsledné stopě dostaneme seznam transkriptů 
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  transcripts<-unique(resultTrack[resultsTrack$type=="gene",]$name) 
  #výsledná stopa je postupně sčítána pro všechny chromozómy 
  suppressWarnings(resTrack <- c(resTrack, resultTrack)) 
  #ze získaných transkr. se zjišťuje seznam jim odpovídajících genů 
  resGenes<-c(resGenes, getBM(attributes=c("hgnc_symbol"),filters= 
"ensembl_transcript_id",values=transcripts,mart=mart)) 
} 
#výsledné geny pro všechny chromozómy 
resGenes <- unique(resGenes) 
#výslednou stopu rozdělíme na 3 (p53con, triplex a genové elementy) 
gene <- resTrack[resTrack$type=="gene",] 
p53Track <- resTrack[resTrack$type=="element1",] 
triplexTrack <- resTrack[resTrack$type=="element2",] 
writeLines(c("Celkový počet získaných promotorů a intronů : ", 
length(gene), "\n", 
"Ty odpovídají počtu genů:          ", length(resGenes), "\n", 
"Počet elementů p53con:             ", length(p53Track),"\n", 
"Počet elementů triplexů:           ", length(triplexTrack),"\n"), 
stdout(), sep = "") 
#nakonec je provedena vzdálenostní analýza 
distance_analysis(gene, p53Track, 5000, type="start", triplexTrack) 
distance_analysis(gene, p53Track, 5000, type="end", triplexTrack) 
 
Test č. 3: Shlukování Transkripčního faktoru SP1 
setwd("D:\\Testy\\sp1shluky\\WD") 
# Načtení vytvořeného balíčku s nástrojem 
library(trackAnalysis) 
# načtení stopy TF sp1 ze souboru 
sp1 <- import("sp1.bed", asRangedData=FALSE) 
# vygenerování náhodné stopy 
randTrack <- get_random_track(sp1) 
# vytvoření stopy shluků na sp1 
sp1c <- cluster_track(sp1, 10000, 3) 
# vytvoření stopy shluků na náhodné stopě 
randTrackc <- cluster_track(randTrack, 10000, 3) 
# výpis statistických výsledků o shlucích na sp1 
show_cluster_statistics(sp1c) 
# výpis statistických výsledků o shlucích na náhodné stopě 
show_cluster_statistics(randTrackc) 
# vykreslení histogramů 
hist(sp1c$cluster_size, col="lightblue") 
hist(randTrackc$cluster_size, col="lightgreen") 
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Příloha 2 
Instalace nástroje trackAnalysis: 
Instalace nástroje trackAnalysis se v prostředí R provádí příkazem: 
install.packages("[DVD]/trackAnalysis/trackAnalysis_1.0.zip", repos 
= NULL) 
Ten odkazuje na instalační soubor trackAnalysis_1.0.zip, umístěný na přiloženém DVD. 
Poté již stačí nainstalovaný balíček načíst pomocí příkazu: 
library(trackAnalysis) 
K používání nástroje trackAnalysis je potřeba mít v prostředí R nainstalovány následující balíčky: 
 AnnotationDbi 
 Biobase 
 BiocGenerics 
 biomaRt 
 Biostrings 
 bitops 
 DBI 
 GenomicRanges 
 ggplot2 
 GO.db 
 grid 
 gridExtra 
 IRanges 
 rtracklayer 
 
Nápověda nástroje trackAnalysis: 
Při vytváření balíčků v prostředí R, je také součástí vyhotovení nápovědy k balíčku, pomocí 
připravených nástrojů. V tomto případě byla nápověda vytvořena přímo z komentářů (ve vhodném 
formátu u jednotlivých funkcí) zdrojového kódu nástrojem Roxygen. Ta má poté dvě varianty, ta 
první je ve formátu html a je přístupná přímo z prostředí R, pomocí příkazů: ?trackAnalysis a 
?název_funkce. Současně je také vyprodukována dokumentace ve formátu pdf, ve které je popis 
všech implementovaných funkcí nástroje trackAnalysis. Tento dokument, je také zobrazen na 
následujících 13 stranách přílohy. Ta je bohužel psána bez diakritiky, jelikož české znaky nejsou 
podporovány. 
  
 49 
 
  
 50 
 
 51 
 52 
 
 53 
  
 54 
 
 55 
 
 
 
 56 
 
 57 
 
 58 
 
 
 
 59 
 
 
 
 60 
 61 
  
 62 
Příloha 3 
Obsah DVD: 
 Adresář Dokumentace – obsahuje diplomovou práci ve formátu PDF a DOCX. 
 Adresář Testy – obsahuje všechny soubory potřebné pro zopakování popsaných testů. U 
každého adresáře s testem se nachází podadresář WD, obsahující všechny soubory, se kterými 
daný test pracuje a také podadresář SRC obsahující zdrojový kód testu. 
 Adresář trackAnalysis – výsledný R balíček vytvořeného nástroje, obsahuje i 
zkomprimovanou variantu, postačující k jeho správné instalaci z prostředí R 
 Adresář SRC – obsahuje zdrojové kódy všech funkcí nástroje trackAnalysis v jednom 
souboru, použito při vytváření R balíčku 
 
 
